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Resumen

Para que un cierto tipo de queso alcance las propiedades sensoriales
caracteristicas de cada variedad, necesita cumplir con un determinado periodo de
maduracion que es muy variable segin el producto y que implica mantener
inmovilizado un importante capital. Desde este punto de vista, la determinacion del
tiempo de maduracidn reviste una singular importancia.

En el presente trabajo se desarrollaron modelos matematicos para determinar el
tiempo de maduracion de tres variedades de quesos tipicos argentinos:

v" de alta humedad, Cremoso

v' de mediana humedad, Pategras

v" de baja humedad, Reggianito

Los mismos se basaron en parametros fisicoquimicos ¢ indices de maduracion.

Para cada variedad estudiada, se trabajo6 con 8 quesos provenientes de 2
industrias lacteas de la zona de Santa Fe, que se elaboraron en tres estaciones diferentes
del afio (otofio, invierno y primavera). Con el propdsito de corroborar que estos quesos
poseian las caracteristicas tipicas de su variedad, se determiné el contenido de proteina
total (PT), de humedad, de materia grasa y la calidad sensorial al final de la maduracion.
Los parametros de composicion global se encontraron dentro de los valores establecidos
por la legislacion y los quesos presentaron una calidad sensorial satisfactoria y
caracteristica.

Para construir el modelo se tomaron muestras a lo largo de la maduraciéon y en
ellas se determinaron los distintos parametros fisicoquimicos que se mencionan a
continuacion:

v Cremoso: se tomaron muestras a los 0, 9, 15, 22 y 30 dias, sobre las

cuales ademdas se determind humedad, pH, nitrégeno soluble a pH 4,6 (NS-

pH4,6), nitrégeno soluble en acido tricloroacético 12% (NS-TCA), nitrégeno
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soluble en acido fosfotungstico (NS-PTA), el contenido de amonio y la relacién

CN-og;-1/ (CN-ag; + CN- ag;-1) por electroforesis.

v Pategrés: se tomaron muestras a 0, 12, 25, 38 y 50 dias en las que se

determinaron las variables mencionadas anteriormente a excepcion de

electroforesis.

v Reggianito: se tomaron muestras a 0, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180 dias

en las cuales se determinaron las mismas variables que las mencionadas para

queso Pategras.

Con los resultados obtenidos se construyd una matriz de datos para cada tipo de
queso. En primer lugar, se estudiaron las evoluciones de cada variable con el tiempo de
maduracion, mediante aplicacion de regresion lineal simple (RLS) y se realizd el
analisis de variancia de la regresion (ANOVA) para evaluar si existia una relacion lineal
significativa entre el tiempo el maduracion y cada uno de los parametros fisicoquimicos
estudiados.

Luego la matriz completa se sometié a un analisis multivariado exploratorio,
mediante aplicacion de analisis por componentes principales (PCA) y analisis
discriminante (DA). El objetivo de los mismos fue lograr una mejor interpretacion de
los datos antes de la aplicacion de las técnicas de regresion de manera de observar los
agrupamientos de las variables estudiadas y la influencia de las mismas en la separacion
de las muestras segun el tiempo de maduracion.

Por ultimo sobre la matriz de datos se aplicd regresion PLS. Esta técnica de
regresion multivariada en primer lugar fue aplicada a todas las muestras de quesos y
mediante validacion cruzada, se evalu6 el nimero 6ptimo de factores. Luego esta matriz
fue dividida por seleccion aleatoria en muestras de calibracion y muestras de validacion

externa. Las muestras de calibracion fueron usadas para obtener el modelo y las de

II
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validacion externa fueron utilizadas para evaluar la capacidad predictiva de los modelos
obtenidos.

Los modelos obtenidos arrojaron buenas correlaciones (R mayores a 0,98) y
bajos errores de estimacion (para Cremoso RMSEP = 2 dias con un periodo de
maduracion de 30 dias; para Pategras de 5 dias con un periodo de maduracion de 50 dias
y para Reggianito de 18 dias con un periodo de maduracién de 180 dias), lo que
demostré la buena capacidad predictiva de los mismos. Los coeficientes de regresion
obtenidos indicaron que para queso Cremoso las mejores variables para estimar el
tiempo de maduracion resultaron las tres fracciones nitrogenadas y relacion CN-og;-1 /
(CN-as; + CN- ag;-1); para Pategras, la humedad y las tres fracciones nitrogenadas y
para Reggianito, la humedad, las tres fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio.

Por tultimo, los modelos obtenidos se aplicaron a quesos de otras marcas
comerciales, encontrandose algunos productos que no cumplieron con los tiempos

minimos establecidos por la legislacion para cada variedad.
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|. INTRODUCCION

|.1. La produccion queseraen la Argentina

La Argentina ocupa un lugar de privilegio en el &mbito internacional en lo que
respecta a la elaboracion de quesos, ubicandose hoy como el séptimo productor mundial
de este alimento. Fue a mediados del siglo XIX cuando esta actividad productiva
desarrolld su mayor crecimiento para alcanzar un importante protagonismo en la

actualidad.

|.1.1. El comienzo de la actividad

Antes de 1850 se registran escasos datos sobre la produccion quesera nacional.
La alimentaciéon de la poblacién basada en carne era la justificacion de la presencia de
vacunos y ovinos en la region, ambos de escasa aptitud lechera. Se encontraron registros
del afio 1617 de las Cartas Anuas en donde una autoridad jesuita expresaba que "de las
vacas se obtenia leche para consumo y para elaborar queso, manteca y requeson; de las
cabras y ovejas, leche para quesos". Estas practicas eran indudablemente muy
rudimentarias y perseguian el objetivo de instruir a los indigenas en el consumo de
lacteos y sus derivados. En 1788 aparece la actividad lechera como alternativa a la poca
rentabilidad de los chacareros cercanos a la villa de Buenos Aires por la venta de carne
y cuero (actividad principal de la economia rioplatense). Domingo Faustino Sarmiento
describe en su "Facundo" que en 1810 existia una incipiente y casera produccion de
quesos. Hay ademas referencias que mencionan a los ranchos como los lugares donde
comienzan a elaborarse los primeros quesos que se vendian en las calles, casa por casa,
o en algunos negocios. Precisamente fue el queso denominado "tambero" el producto

fresco o sazonado que se elaboraba alli (www.quesosargentinos.gov.ar).
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1.1.2. El gran desarrollo de laindustria quesera nacional

Como se citd anteriormente, recién a partir de mediados del siglo XIX se
produjo un gran desarrollo de la queseria argentina, debido probablemente a una joven
tradicién en la elaboracion de quesos, implantada por los inmigrantes europeos que
aportaron sus tecnologias principalmente italianas, espafiolas, suizas, etc. Fueron ellos
los propulsores que dejaron su impronta artistica y de escuela para esta industria
nacional que evoluciond hasta nuestros dias. Fue en esa época cuando aparecieron los
quesos Carcarana (el mas antiguo de los quesos argentinos), Tafi de Tucuman, Chubut,
Goya, Peregrina, Neuquén fresco, Pategras, Rio Cuarto, Lobos, Lehmann y muchos
otros con nombres autéctonos nacionales. Asimismo comenzaron a elaborarse quesos
con nombres alusivos a regiones europeas de donde provenian los inmigrantes.

A partir de 1886 se produjeron importantes cambios que significaron hitos
trascendentes para la expansion y mejora de la industria lactea nacional. Aqui algunos
ejemplos:

= La entrada al pais de la primera desnatadora centrifuga en el afo 1886 y
consecuentemente la aparicion de numerosos establecimientos industriales para
la elaboracion de manteca. Esto trajo como consecuencia un gran aumento de la
produccion y notables volumenes de exportacion de este producto y de caseina.

» La multiplicacion de "lecherias" en la ciudad de Buenos Aires en las cuales los
clientes podian beber un vaso de leche y adquirir panes de manteca envuelta en
papel impermeable.

= La obligatoriedad de pasteurizar la leche destinada a consumo publico en todo el
ambito de la ciudad de Buenos Aires en el afio 1907 (algunos afios antes que en
ciudades como Chicago y Nueva York).

= Laimplementacion del embotellado de la leche en el afio 1910.
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Dentro de este contexto, la industria quesera comenzo a privilegiar el concepto
de calidad e higiene de la leche y de sanitizacion de las instalaciones. El uso de
pasteurizadores, tanques de acero inoxidable, envases herméticos, innovadoras practicas
tecnoldgicas, implementacion de sistemas de calidad e inocuidad alimentaria y los
controles sobre la materia prima y los ingredientes, consolidaron un gran avance en la

industria quesera que perdura hasta nuestros dias (Www.quesosargentinos.gov.ar).

1.1.3. La actualidad del sector
Segun las ultimas estadisticas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion (S.A.G.P. y A.), existen hoy en el pais 14.000 tambos. El 50% de la
produccion de leche de esos tambos se destina a la actividad quesera, el 24% se destina
a leche en polvo, el 19% va a leche fluida, pasteurizada y esterilizada, y el 7% restante a
otros subproductos. El sector industrial lechero esta compuesto por algo mas de 1.100
empresas registradas, que incluyen desde las mas grandes hasta tambos fabrica
(pequenos establecimientos que procesan solo la leche que producen). Se puede
establecer una division del sector industrial lacteo en tres segmentos claramente
identificados:
= Un grupo de unas 10-12 empresas con una recepcion de mas de 250.000 litros
diarios, diversificadas en sus lineas de produccion, mayormente con actividad
exportadora, y que procesan el 50-55% de la produccion nacional.
= Un grupo de unas 90-100 empresas con una recepcion de entre 20.000 y 250.000
litros diarios, desempefiando un fuerte papel en el sector quesero y con una
actividad exportadora inexistente, y que procesan el 25% de la produccion

nacional.
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= Mas de 1.000 empresas y tambos fabrica con menos de 20.000 litros diarios de

recepcion, que se dedican casi en forma exclusiva a la fabricacion de quesos, y

que procesan el 20-25% de la produccion nacional.

De esta manera, comparando a la Argentina con otros paises reconocidamente
lecheros, nuestro pais se caracteriza por tener una gran proporcion de empresas lacteas,
las cuales procesan la mitad de la produccién nacional de leche y la transforman en
quesos. Y a su vez, la mitad de esta produccion quesera es desempeniada por mas de mil
pequefos establecimientos (Www.sagpya.gov.ar).

En la Figura 1.1 se presentan los datos del “resumen mensual de productos
l&cteos 2007” de la S.A.G.P. y A, sobre la produccion quesera en la Argentina desde
enero a septiembre de 2007. En la misma se observa que en ese afio la produccion de
quesos en la Argentina fue en promedio de 40158,6 toneladas, correspondiendo el 50%
de la misma a quesos blandos o de alta humedad, el 32,5% a quesos semiduros o de
mediana humedad y el 10% a quesos duros o de baja humedad. Segtn este informe casi
la totalidad de esta produccion fue derivada al consumo interno ya que solo un 17% fue
destinada para exportacion (www.sagpya.gov.ar).

Ademas segun la S.A.G.P. y A el consumo mensual de quesos promedio en la
Argentina en el afo 2007 fue de 0,93 Kg por habitante (siendo la poblacidon cercana a
los 39.100.000 habitantes) de los cuales 0,51 Kg por habitante corresponden a quesos

blandos, 0,29 Kg a quesos semiduros, 0,10 Kg a quesos duros y 0,03 a quesos fundidos.
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Figura |.1. Produccion de quesos (en toneladas) en la Argentina desde enero a

septiembre del 2007.
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|.2. Variedades de quesos estudiadas

Seglin el Articulo 605 - Res Conj. SPyRS y SAGPA N° 33/2006 y N° 563/2006
del CAA, se entiende por Queso “el producto fresco o madurado que se obtiene por
separacion parcial del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial o
totalmente descremada), o de sueros lacteos, coagulados por la accidn fisica, del cuajo,
de enzimas especificas, de bacterias especificas, de d4cidos orgénicos, solos o
combinados, todos de calidad apta para uso alimentario; con o sin el agregado de
sustancias alimenticias y/o especificas y/o condimentos, aditivos especificamente
indicados, sustancias aromatizantes y materiales colorantes”.

Se entiende por Queso Fresco “el que esté listo para el consumo poco después
de su fabricacion”. Se entiende por Queso Madurado “el que ha experimentado los
cambios bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos de la variedad de queso”.

Segun este articulo los quesos se clasifican:
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a- De

porcentaje, en:

acuerdo con el contenido de materia grasa en el extracto seco, en

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%.

b- 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 macios): humedad entre 46,0 y 54,9%.

Quesos de muy alta humedad (generalmente conocidos como de pasta

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

[.2.1. Queso Cremoso

Breve historia de su origen:

El queso Cremoso deriva de quesos italianos con caracteristicas similares al

Crescenza, Italico y Bel Paese. Generalmente se lo vincula con el queso Cuartirolo; sin

embargo, si bien puede tener los mismos ingredientes de base, se lo prepara de una

manera diferente. Actualmente es el queso de mayor consumo en la Argentina y

representa casi el 40% de la produccion nacional de quesos. De su origen como
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acompanante del dulce de membrillo o dulce de batata, postre tipico servido en las
pulperias de la Provincia de Buenos Aires, ha evolucionado a su aplicacion culinaria
para la elaboracion de pizzas como sucedaneo de la  mozzarella

(Www.quesosargentinos.gov.ar).

Definicion:

Segun el Articulo 622 — Res Conj. SPyRS y SAGPA N° 33/2006 y N° 563/2006
del CAA, con la denominacion de Queso Cremoso, “se entiende el producto de alta y
muy alta humedad, elaborado con leche entera o estandarizada, con o sin el agregado de
crema, acidificada por cultivo de bacterias lacticas y coagulada por cuajo y/o enzimas
especificas”.

Debera cumplir con las siguientes exigencias:

a) Masa: cruda, moldeada, refrigerada, salada y madurada en frio.

b) Pasta: blanda, cerrada, algo eléstica y grasosa; sabor dulce caracteristico,
ligeramente acido; aroma suave y agradable; color blanco amarillento
uniforme.

c) Contenido de grasa en el extracto seco, min. 50,0%.

d) Corteza: entera, lisa o ligeramente rugosa, de consistencia adecuada.

e) Forma: cilindrica achatada o paralelepipeda.

f) Tiempo de maduracion y peso:

Minimo 20 dias (hormas de hasta 2,5 Kg).

Minimo 30 dias (hormas de 2,5 a 5 Kg).

1.2.2. Queso Pategréas

Breve historia de su origen:




Introduccion

Su origen debe buscarse sin duda en productos similares de antigua tradicion en
Francia y también en Italia, aunque los cambios que le han sido introducidos con el
tiempo ya le han dado caracteristicas tipicas argentinas. En el afio 1922 ya se registran
antecedentes de cotizaciones de este queso categorizado como un queso de los tipos de
postre. El queso Pategrds es hoy el queso de pasta semidura mas popular de la
Argentina. Desde sus comienzos se lo consume como queso de mesa en las
tradicionales "picadas" con vermouth y acompafado con distintos dulces en la forma de

postre (wWww.quesosargentinos.gov.ar).

Definicion:

Segun el Articulo 630 — Res Conj. SPyRS y SAGPA N° 33/2006 y N° 563/2006
del CAA, con la denominacion de Queso Pategras, “se entiende el producto de mediana
humedad, graso, elaborado con leche entera o estandarizada, acidificada por cultivo de
bacterias lacticas y coagulada por cuajo y/o enzimas especificas”.

Debera cumplir con las siguientes exigencias:

a) Masa: semicocida, moldeada, prensada, salada y madurada.

b) Pasta: compacta, firme, de consistencia elastica, con o sin algunos ojos
bien diseminados; sabor dulce caracteristico, aroma suave, agradable
bien desarrollado; color blanco-amarillento uniforme.

c) Corteza: lisa, de consistencia adecuada.

d) Forma: cilindrica, caras paralelas, perfil convexo.

e) Tamafo, peso y tiempo de maduracion:

Grande: Mas de 5 Kg y hasta 10 Kg. Maduraciéon minima 2 meses.
Mediano: 1 Kg a 5 Kg. Maduraciéon minima 1,5 meses.

Chico: Menos de 1 Kg. Maduraciéon minima 1 mes.
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1.2.3. Reggianito

Breve historia de su origen:

Sus antecedentes son los quesos duros italianos Parmiggiano Reggiano y Grana
Padano. La tecnologia de elaboracién de este queso es una adaptacion de aquélla
italiana incorporada al pais por los inmigrantes. Es mas himedo, més graso y de tiempo
de maduracién mas corto que los quesos de pasta dura italianos. Ademas, su formato de
comercializacion es sustancialmente menor que el de aquéllos. El queso Reggianito es
el queso duro mas importante elaborado en nuestro pais, el mas consumido y el mas

exportado (wWww.quesosargentinos.gov.ar).

Definicion:

Segun el Articulo 635 — Res Conj. SPyRS y SAGPA N° 33/2006 y N° 563/2006
del CAA, con el nombre de Queso Reggianito “se entiende el queso madurado que se
obtiene por coagulacion de la leche por medio del cuajo y/o enzimas coagulantes
apropiadas, completada por la accion de bacterias lacticas especificas. Es un queso de
baja humedad y debera contener un contenido minimo de 32g de materia grasa / 100g
de extracto seco”.

Este queso debera responder a las siguientes caracteristicas:

a) Consistencia: dura.

b) Textura: compacta, quebradiza y granulosa.

c) Color: blanco amarillento y ligeramente amarillento.

d) Sabor: salado, levemente picante.

e) Olor: caracteristico.

f) Corteza: lisa, consistente, bien formada, cubierta con revestimientos

apropiados, adheridos o no.
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g) Ojos: no posee. Eventualmente podra presentar algunos ojos pequeiios o
aberturas mecanicas.

h) Forma: cilindros de caras planas, de perfil ligeramente convexo.

i) Peso:de5al10Kg.

j) Estabilizacion y Maduracion: deberd ser madurado el tiempo necesario
para lograr sus caracteristicas especificas. Por lo menos 6 meses para

quesos de 5 a 10 Kg.

|.3. Elaboracion y Maduracion de quesos

La elaboracion de quesos es basicamente un proceso de deshidratacion, en el
cual se produce una concentracion (entre 6 a 12 veces) de la fraccion grasa y proteica de
la leche. Una de las etapas claves de este proceso es la coagulacion de la caseina, que
puede inducirse por acidificacion, acidificacion y calor o mediante enzimas coagulantes,
siendo esta ultima la metodologia méas comun. A diferencia de la mayoria de los quesos
coagulados por acidificacion, que son consumidos inmediatamente luego de su
elaboracién, el proceso de producciéon de un queso coagulado enzimaticamente

involucra dos etapas: elaboracion y maduracion (Figura 1.2).

10
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Figura 1.2. Esquema general de produccion de quesos coagulados enzimaticamente

(Fox y McSweeney, 2004).

Elaboracion (5-24 h) Maduracion

........................... reereresiesessssenssnennnen, (2 SEMANas — 2 afios) MQA%ESISO
{ LECHE » | CUAJADA >
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(selecciodn, estandarizacion, microflora caracteristica

pasteurizacion y otros) M etabolismo dela lactosa
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Coagulacion M etabolismo del lactato

Sinéresis(corte, agitacion y M etabolismo del citrato

calentamiento de la Protedlisis

cuajada) Lipdlisis

Otras operaciones Reacciones secundarias

Prensado (catabolismo de acidos

Salado grasos y aminoacidos)

La composicion de la leche y las operaciones del proceso de elaboracion
determinan la naturaleza y calidad del producto final, pero es durante la maduracién que
se desarrollan las caracteristicas tipicas del queso (Fox y McSweeney, 2004a).

La maduracion del queso es el proceso por el cual la cuajada, que tiene pobres
caracteristicas reologicas y sensoriales, se transforma en queso maduro, un producto
muy preciado por sus buenas y diversas caracteristicas de textura, aroma y sabor
(Zalazar y col., 2004). Esta transformacion se produce debido a que en la matriz del
queso ocurren una serie muy compleja de reacciones bioquimicas, que pueden ser
clasificadas como primarias y secundarias. Las primeras involucran la protedlisis, la
lipdlisis y el metabolismo de la lactosa residual, del citrato y del lactato, mientras que
las segundas incluyen el metabolismo de los aminoacidos y de los &cidos grasos.

Ademas de estas transformaciones enzimaticas, durante la maduracién ocurren también

11
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procesos de naturaleza fisica, como la difusion de la sal y la evaporacion del agua (Fox
y McSweeney, 2004a; Zalazar y col., 2004).

Los agentes responsables de las reacciones bioquimicas son enzimas de distinto
origen (Fox y McSweeney, 2004):

e enzimas nativas de la leche,

e coagulante utilizado para la produccion del queso,

e fermento primario,

e Dbacterias lacticas no pertenecientes al fermento o NSLAB, cuya
presencia se debe a su supervivencia a la pasteurizacion o la
contaminacion posterior de la leche,

e fermento secundario o adjunto, utilizado para la produccion de ciertos
tipos de quesos: bacterias propidnicas en quesos suizos, y ciertos hongos
tales como Penicillium roqueforti y P. camemberti en quesos azules,
Camembert y Brie respectivamente. En este grupo también estarian
incluidas las enzimas de fermentos lacticos adjuntos diferentes a las
anteriores, utilizados para mejorar el flavour del producto o acelerar el
proceso de maduracion, y de los fermentos probioticos.

Ademés de los agentes nombrados, es importante destacar que los
microorganismos indeseables o sus enzimas, provenientes de contaminaciones o de una
mala calidad de la leche, como clostridios o bacterias psicotrofas, pueden tener una
gran influencia negativa en la maduracion. La influencia de cada una de estas enzimas
dependera de su concentracion, y de las condiciones presentes en el medio ambiente del
queso que tienen gran impacto sobre la actividad enzimadtica, como pH, contenido de
cloruro de sodio, temperatura de maduracion y contenido de agua (Walstra y col.,

1999b).

12
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1.3.1. Protedlisis

En la etapa de maduracion de quesos, se denomina proteolisis al complejo
conjunto de reacciones que involucran la degradacion de las proteinas a péptidos de
diversos tamafios y aminoacidos libres, siendo ésta la transformacion bioquimica
primaria mas importante en la mayoria de las variedades de quesos. La importancia de
la proteolisis esta dada por su efecto en el desarrollo de textura y flavour del producto
final. La degradacion de la matriz proteica, y la formacién de nuevos grupos amino y
carboxilo (ionizados al pH del queso) determinan la interaccion péptidos-agua e
influyen en la textura del queso maduro. Asimismo, el aumento de pH originado por la
liberacion de amoniaco durante la protedlisis influye en el flavour e indirectamente en
la textura. Por otro lado, la produccion de péptidos cortos y aminodcidos libres, algunos
de los cuales presentan sabor caracteristico, son importantes en el flavour del producto,
participando sobre todo en el sabor de fondo del queso. Recientemente, diversos
estudios han demostrado que la influencia més importante de la protedlisis en el
desarrollo del flavour del queso es indirecta y radica en la produccion de aminoacidos
libres, precursores por excelencia de compuestos de aroma y sabor (McSweeney,
2004b). Ademas, la protedlisis favorece la liberacion de compuestos sapidos de la
matriz del queso durante la masticacion (Upadhyay y col., 2004; Fox, 2003).

La protedlisis es catalizada por proteasas y peptidasas de diverso origen:
coagulante, proteasas nativas de la leche y microbianas, cuya actividad depende del tipo
de queso. En términos generales, la proteolisis del queso puede ser esquematizada de la

siguiente forma:

13
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Figura 1.3. Esquema general del proceso de protedlisis durante la maduracion de

Grandesy medianos
péptidos :

quesos.
¢ Caseina
Coagulante Coagulacién
Coagulanteresidual y :
..................................................... Proteasas de la leche
Par a-caseinato (plasmina)
: decalcio : >
Protedlisis
primaria

Proteasas del fermento
primarioy secundario

Peptidasas del fermento
primarioy NSLAB

. Compuestos de aroma
y sabor :

|

Protedlisis
secundaria

La coagulacion enzimatica de la leche, que tiene lugar durante la elaboracion del

queso, comprende la hidrélisis de la x-caseina en el enlace Phejgs-Metjos por la

quimosina (enzima coagulante), con la consiguiente produccion de para-k-caseina (k-

caseina f1-105) y caseinomacropéptido (k-caseina f106-169). Dicha reaccion constituye

el inicio de la protedlisis en el queso y posibilita su obtencion (Hynes, 1998; Upadhyay
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y col.,, 2004). Posteriormente, la prote6lisis continia mas lentamente durante la
maduracion, como un proceso de cascada, actuando sucesivamente diferentes agentes
proteoliticos sobre las caseinas enteras y sobre los distintos productos generados.
Generalmente, el coagulante residual y las proteasas nativas de la leche actiian en
primer lugar, hidrolizando las caseinas enteras en péptidos grandes e intermedios.
Luego, se produce la accion de las proteasas del fermento sobre estos productos
produciendo péptidos pequefios. Finalmente, estos péptidos son transformados a otros
mas pequefos o a aminodacidos libres por parte de las peptidasas del fermento primario

o de las NSLAB (Sousa y col., 2001; Fox, 2003; McSweeney, 2004a y b).

Coagulante

La proporcion de enzima coagulante que se retiene activa en la cuajada varia
entre 0-30%, dependiendo del proceso de elaboracion del queso (pH del desuerado,
temperatura de coccion, humedad de la cuajada) y del tipo de enzima empleada. Sin
embargo, se ha demostrado que esta cantidad relativamente baja es responsable de la
proteolisis primaria durante la maduracion de la mayoria de los quesos, excepto los de
pasta cocida (McSweeney, 2004a). La accion de la quimosina, coagulante mas
ampliamente utilizado, sobre las distintas caseinas, ha sido estudiada tanto en solucién
como in situ. La proteina mas susceptible al ataque de esta enzima es la ag-caseina,
siendo el principal sitio de ataque el enlace Phe,3;-Phes,s, con la consiguiente produccion
de los péptidos ag; (f1-23) y ag-I (£24-199). El primer péptido, mas pequeiio y soluble
en agua, se degrada rapidamente por accion de las enzimas del fermento. El segundo
péptido, insoluble en agua, es nuevamente atacado por la quimosina en el enlace Leu;g;-
Lysio2 (Fox, 2003; McSweeney, 2004a). Ademas de los nombrados, existen otros sitios

de corte de la quimosina sobre la caseina, que producen diversos péptidos medianos y
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pequetios. La velocidad de accidon de la quimosina sobre la ogj-caseina depende del pH y
de la fuerza i6nica del medio. El pH 6ptimo de accién es 5 y concentraciones moderadas
de sal, hasta 4%, incrementan la hidrolisis de la ag-caseina por la quimosina, mientras
que concentraciones mayores disminuyen su actividad (Walstra y col., 1999b).

Con respecto a la B-caseina, si bien existen en su cadena polipeptidica en
soluciodn siete sitios de ataque por parte de la quimosina, la misma ha demostrado ser
bastante resistente al ataque del coagulante en el queso (McSweeney y Fox, 1998a). La
resistencia probablemente se deba a interacciones hidrofobicas intra o intermoleculares
entre residuos de aminoacidos en el extremo C-terminal de la B-caseina que se ven
favorecidos en el medio ambiente del queso. Dichas interacciones podrian bloquear los
sitios de ataque especificos de la quimosina, lo que no deja de constituir una ventaja, ya
que los péptidos resultantes de la accion de la quimosina sobre la P-caseina son
generalmente hidrofobicos y muchos poseen sabor amargo, lo que podria influir
negativamente en el flavour del queso (Fox, 2003).

Por otro lado, la as-caseina es bastante resistente a la hidrolisis por la
quimosina, restringiéndose los sitios de ataque a la region hidrofébica de la molécula.
Asimismo, la para-k-caseina es resistente a esta enzima, probablemente debido a su

mayor nivel de estructura secundaria (McSweeney, 2004a).

Plasmina

La plasmina constituye la enzima proteolitica nativa de la leche més importante.
Es una proteasa alcalina, cuyo valor de pH y temperatura 6ptimos son 7,50 y 37°C,
respectivamente. La plasmina, su precursor inactivo (plasminogeno) y el activador del
plasmindégeno se encuentran asociados a la micela de caseina y quedan

mayoritariamente retenidos en la cuajada durante la elaboracion del queso
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(McSweeney, 2004a, Zalazar y col., 2004). Hay también inhibidores de la plasmina y
del activador del plasminogeno que se disuelven en el suero. Los productos resultantes
de la accidn de la plasmina sobre las caseinas son péptidos grandes e intermedios. En el
queso, la influencia de la plasmina se considera generalmente limitada, siendo
responsable de la hidrdlisis de la B-caseina en la mayoria de los quesos madurados por
bacterias lacticas. Sin embargo, su actividad cobra importancia en algunos quesos,
dependiendo fundamentalmente de la temperatura de coccion y del pH durante la
maduracion (Fox, 2003). Las tecnologias de elaboracion de quesos que incluyen una
etapa de calentamiento a elevada temperatura favorecen la accion de la plasmina
durante la maduracion. Esto se debe, por un lado, al menor impacto de la quimosina, y
por otro lado, a una serie de modificaciones en el sistema plasmina-plasminégeno que
se traduce en un incremento final de la actividad de la proteasa.

La especificidad de accion de esta enzima es sobre uniones del tipo Lys-X y en
menor medida Arg-X y actia preferentemente sobre las caseinas B y os, y en menor
medida sobre las ag. La k-caseina es resistente a la accion de la plasmina. En la -
caseina existen varios sitios de corte de la plasmina, pero en quesos solamente tres
enlaces son hidrolizados en forma significativa: Lysys-Lysyo, Lysios-Hisjos ¥ Lysior-
Glu,s. Como resultado de esta accion se producen las y-caseinas : y;-caseina (f-caseina
£29-209), vy,-caseina (B-caseina f106-209), vy;-caseina (P-caseina f108-209) vy
componentes de la fraccion proteasa-peptona (PP): PP8 rapida (B-caseina f1-28), PP8
lenta (B-caseina £29-105 y B-caseina £29-107), y PP5 (B-caseina f1-105 y B-caseina fl1-
107) (McSweeney, 2004a). La ag-caseina exhibe varios sitios de corte por la plasmina.
La ag-caseina también es susceptible de ser hidrolizada, pero a una velocidad mucho
menor que la B-caseina, siendo probablemente las A-caseinas los productos de esta

degradacion.
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En leche también existen otras proteasas minoritarias, siendo la catepsina D la
proteasa acida mas estudiada. Su accidon sobre la og-caseina es muy similar a la del
coagulante, por lo que su influencia en quesos ha sido muy dificil de elucidar. La
catepsina D estd presente en el suero, por lo que gran parte se pierde durante la
elaboracion, y ademas es relativamente termosensible. Por estas razones, la importancia
de esta enzima en la protedlisis durante la maduracion se ha relativizado especialmente

en quesos donde esta presente la enzima coagulante (Sousa y col., 2001).

Enzimas microbianas

Los microorganismos capaces de influir en el proceso de protedlisis incluyen los
pertenecientes al fermento primario, al fermento secundario o adjunto, y a las NSLAB.

Los fermentos secundarios no lacticos utilizados en quesos suizos y azules por
ejemplo, tienen una gran importancia en el proceso de protedlisis de los quesos en los
que se los utiliza. Sin embargo, sus particularidades no se aplican a los quesos
madurados internamente con bacterias lacticas, como los del presente trabajo, y por lo
tanto no se describiran.

En la mayor parte de las variedades de quesos argentinos, las enzimas
proteoliticas de origen microbiano provienen de bacterias lacticas, ya sea del fermento o
NSLAB. La actividad proteolitica del fermento es considerada primordial en Ia
proteolisis secundaria, en todos los quesos madurados sin hongos y sin flora superficial.
Si bien las bacterias lacticas son consideradas poco proteoliticas comparadas con otras
bacterias, tienen un sistema proteolitico bastante completo, el cual les sirve para cumplir
con sus exigentes requerimientos nutricionales de aminoacidos (Sousa y col., 2001).

El sistema proteolitico de las bacterias lacticas es muy importante en el

desarrollo de productos lacteos fermentados, ya que por un lado les permite crecer y
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acidificar en leche y por otro, contribuir al desarrollo de las propiedades organolépticas
del producto (Gripon, 1994).

En general, este sistema proteolitico esta conformado por proteasas, que en su
mayoria son extracelulares y se hallan unidas a la pared celular y diversas peptidasas
endocelulares. Si bien el rol fisiolégico de las proteasas de pared es producir
oligopéptidos a partir de las caseinas intactas, en el queso estas enzimas actian
mayormente sobre los péptidos generados por la accion del coagulante y de la plasmina
a partir de la o5 y B-caseina produciendo compuestos nitrogenados menores, que a su
vez, son sustratos de las peptidasas (McSweeney, 2004a). Posteriormente a la accion de
las proteasas, actuan las peptidasas endocelulares. El contacto entre los sustratos
(péptidos) y las peptidasas endocelulares puede producirse de dos maneras diferentes.
Por un lado, es posible que los péptidos ingresen a la célula, ya sea por difusion, o a
través de los sistemas de transporte. Este ultimo mecanismo necesita energia, que
normalmente se obtiene a partir de los hidratos de carbono, un recurso escaso en el
queso (Walstra y col., 1999b). Por otro lado, existe abundante evidencia de que las
peptidasas endocelulares se ponen en contacto con su sustrato principalmente luego de
la muerte y lisis celular, lo cual garantiza la accesibilidad a los sustratos (Gripon, 1994).
Es importante destacar que la autolisis es considerada un hecho muy importante para
que los fermentos lacticos primarios o adjuntos demuestren un impacto significativo en
la proteolisis secundaria. Sin embargo, se suele acordar en que un adecuado balance de
células vivas, muertas y que sufrieron lisis es la mejor situacion para el desarrollo de
aroma y sabor en el queso.

La importancia de las bacterias lacticas en la hidrolisis de caseina y péptidos
también ha sido estudiada mediante ensayos donde quesos acidificados quimicamente

eran comparados con quesos testigo con fermento. También existen numerosos trabajos
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que estudian productos elaborados utilizando diferentes starters. Los resultados
obtenidos han evidenciado que las bacterias lacticas ejercen gran influencia en la
proteolisis secundaria, ya que producen mayormente compuestos nitrogenados
pequenios. Esta accion se demuestra fundamentalmente por el incremento de los

aminoacidos libres y en los perfiles peptidicos obtenidos por HPLC.

1.3.2. Lipdlisis

La degradacion de los lipidos es limitada en la mayoria de los quesos, siendo
importante Unicamente para dos familias de quesos: los quesos duros de pasta cocida y
los quesos madurados con hongos y bacterias superficiales. Este proceso es producido
principalmente por via hidrolitica, ya que la via oxidativa no es importante debido al
bajo potencial redox del producto (McSweeney, 2004b).

Los agentes lipoliticos que pueden estar presentes en el queso son:

= las lipasas que acompafian a ciertos coagulantes,
= Jalipasa nativa de la leche y
= enzimas lipoliticas microbianas.

El cuajo en pasta de cabrito o cordero, que se utiliza en la produccion de los
quesos italianos Pecorino y Provolone, contiene una lipasa pregastrica especifica de
acidos grasos (AG) de cadena corta esterificados en posicion sn-3.

En la leche, se encuentra la lipoproteina lipasa, enzima nativa muy sensible al
calor y que se desnaturaliza casi por completo en la pasteurizacion. Por esta razon, su
actividad, que es preferencial hacia AG de cadena mediana en posiciéon sn-1 y sn-3,
probablemente s6lo sea importante en quesos elaborados con leche cruda, como el

Parmigiano Reggiano.
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Dentro de las enzimas microbianas, las lipasas de Penicillium roqueforti han
demostrado ser muy potentes, generando una extensiva lipdlisis en los quesos azules.
Otros microorganismos con activas lipasas son P. camemberti y microorganismos
presentes en los quesos madurados con bacterias en superficie como Brevibacterium
linens y Geotrichum candidum.

Las bacterias lacticas poseen una actividad lipolitica débil pero cuantificable, y
esta accion sobre los triglicéridos puede ser observada en algunos quesos con tiempos
de maduracion prolongados y con ausencia de otras lipasas mas potentes (Fox, 2003;
McSweeney, 2004a y b).

Los AG producidos en la lipélisis tienen una influencia directa sobre el flavour,
sobre todo los AG volatiles de cadena corta. Ademas, son precursores de compuestos de
flavour, producidos por transformaciones ulteriores (esterificacion, [-oxidacion,
decarboxilacion), en las que se producen ésteres, tioésteres, lactonas, metilcetonas,

aldehidos y alcoholes, entre otros (Fox, 2003).

|.3.3. Metabolismo de la lactosa, del lactato y del citrato

Durante la elaboracion del queso, el fermento primario transforma la lactosa a
acido lactico, previo desdoblamiento en los monosacaridos glucosa y galactosa, lo que
constituye su principal funcidon tecnologica. Esta acidificacion es esencial para la
produccion del queso, ya que favorece la coagulacion y el desuerado, previene el
crecimiento de microorganismos indeseables, e influye en la textura, modificando el
grado de desmineralizacion de la caseina, y su susceptibilidad a las proteasas. La mayor
parte de la lactosa se pierde en el suero como tal o como acido lactico, permaneciendo
solamente 1-2% de lactosa en la cuajada fresca, la cual en pocas horas es metabolizada

principalmente por el fermento primario, y posiblemente también por las NSLAB
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(McSweeney, 2004a y 2004b). El L-lactato es el isomero producido mayoritariamente
por el fermento lactico a partir de la lactosa. Las NSLAB pueden inducir la
racemizacion del L-lactato a D-lactato, y en menor medida, producir D-lactato
directamente. El D-lactato es menos soluble que su isémero L y puede formar cristales
insolubles de lactato de calcio, cuya presencia no afecta el flavour del queso, pero puede
influir en la aceptacion por parte del consumidor (McSweeney y Fox, 2004a;
McSweeney, 2004b). El lactato puede constituir un sustrato importante para
subsiguientes reacciones bioquimicas, como es el caso de quesos con bacterias
propionicas (Emmental, Gruyere), o con hongos (azules, Brie, Camembert)
(McSweeney, 2004a).

Al igual que la lactosa, un gran porcentaje del citrato (94%) se pierde en el suero
durante la elaboracion. La pequena cantidad remanente en la cuajada es metabolizada
por fermentos mesofilos citrato positivos, como Lactococcus lactis subsp. lactis y
Leuconostoc spp., que son utilizados en quesos tipo Dutch, como Gouda y Edam,
produciendo diacetilo, acetoina, acetato y CO,, responsables del flavour y los pequefios

ojos caracteristicos de estas variedades (Fox, 2003).

|.3.4. Procesos fisicos

Estas transformaciones de naturaleza enzimatica van acompanadas por procesos
de naturaleza fisica, los cuales si bien no participan directamente, condicionan los
cambios anteriormente mencionados. Estos procesos son: difusion de la sal y pérdida de
humedad. Los quesos recién elaborados presentan concentraciones de sal muy elevadas
en la superficie, pero en el centro la sal esta practicamente ausente. Debido a este
gradiente, a medida que el queso madura, se produce una difusion de la sal desde la

superficie hacia el centro, es decir esas diferencias se van atenuando, hasta llegar al final
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del periodo de maduracidon con una concentracion de sal mas o menos homogénea en
toda la masa. Por lo tanto, este aumento de la concentracién de sal en el interior del
queso, condiciona la velocidad de los procesos enzimaticos: al aumentar la
concentracion de NaCl, disminuye la actividad de agua (ay) y los procesos enzimaticos
se tornan mas lentos. De la misma manera, en el queso recién elaborado existe un
gradiente de humedad, siendo el contenido de agua mayor en el interior con respecto a
la superficie del mismo. Durante la maduracion el queso pierde humedad debido a que
se produce una evaporacion de agua a través de la superficie. Esto provoca una

disminucion en su peso y un incremento también progresivo del extracto seco.

|.4. Fundamentos de la eleccion del tema de estudio

La maduraciéon es la ultima fase de la fabricacion de quesos, pudiendo durar
desde apenas unos dias para algunos quesos frescos, hasta meses y afios para quesos
duros. Por ejemplo, dentro de los quesos de alta humedad, el Cremoso se madura
alrededor de 30 dias, mientras que un queso duro Italiano, como el Parmigiano
Reggiano requiere hasta 2 afios de maduracion.

Este proceso es la fase inactiva de la elaboracion, es una etapa improductiva, es
decir se debe mantener inmovilizado un importante capital durante un cierto periodo de
tiempo.

En vista de la importancia que tiene el proceso de maduracion y su estrecha
vinculacion con el tiempo, varios han sido los intentos que se han realizado a fin de
encontrar una expresion que mediante la determinacion de algunos parametros se pueda
establecer, para un queso determinado, el periodo durante el cual el mismo ha sido
madurado. Uno de ellos es el "grado de maduracién", definido como el cociente entre el

nitrogeno soluble (NS) y el nitrogeno total (NT), que es de facil determinacion.
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En la actualidad no existe ninguna herramienta analitica que permita determinar
con una cierta exactitud el tiempo de maduracion para quesos tipicos argentinos. Sin
embargo, su determinacion a partir de la medicion de ciertos parametros fisicoquimicos
incluyendo el grado de maduracion, podria ser muy util. El valor cientifico técnico del
presente trabajo radica precisamente en la finalidad de desarrollar un modelo basado en
métodos estadisticos que permita predecir con un aceptable margen de error el tiempo
de maduracion de distintos tipos de quesos argentinos.

Por otra parte resultaria muy util disponer de un método que permita controlar
que se cumplan los tiempos minimos de maduracion que establece el Coddigo
Alimentario Argentino para cada tipo de queso, a saber:

Dentro de los quesos de alta humedad (conocidos como de pasta blanda), para Queso
Cremoso:

-Min. 20 dias para quesos menores a 2,5 Kg.

-Min. 30 dias para quesos de 2,5 a 5 Kg.

Dentro de los quesos de mediana humedad (conocidos como de pasta semi-dura), para
Queso Pategras:

-Min. 2 meses para quesos de 5 a 10 Kg (grandes).

-Min. 1,5 meses para quesos de 1 a 5 Kg (medianos).

-Min. 1 mes para quesos menores a 1 Kg (chicos).

Dentro de los quesos de baja humedad (conocidos como de pasta dura), para Queso
Reggianito: Min. 6 meses.

En lo que a calidad se refiere, el conocimiento del tiempo de maduracion esta
directamente vinculado con las caracteristicas sensoriales y en consecuencia puede

justificar diferentes "precios de venta".
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Desde el punto de vista econémico y teniendo en cuenta que la maduracion es
una etapa improductiva, es deseable que la misma no se extienda mas alla de lo
necesario. Si se fijan las caracteristicas que un determinado tipo de queso debe tener al
final de su maduraciéon con modelos de este tipo, seria posible estimar el tiempo de

permanencia en camara evitando sobremaduraciones.

|.5. Méodos utilizados para evaluar € avance de la maduracion del queso

Por una amplia variedad de razones el queso es sometido a diferentes analisis
quimicos, como por ejemplo para determinar su composiciéon con fines nutricionales,
para asegurar su aprobacion con estandares de identidad, para determinar la eficiencia
de la produccion o como un indice de calidad. Posiblemente el ultimo de los
mencionados, es el objetivo mas ambicioso. Las caracteristicas organolépticas del queso
son determinadas por los cambios fisicos y bioquimicos que ocurren durante la
maduracion y son tradicionalmente evaluadas por el analisis sensorial a partir de
panelistas entrenados. Sin embargo, el analisis sensorial es subjetivo, y aunque en el
presente es el mejor indice de aceptabilidad de los consumidores, provee datos que son
dificiles de evaluar cientificamente y de comparar entre laboratorios o estudios. En
consecuencia, el analisis fisico y quimico de los quesos es utilizado para monitorear
objetivamente la maduracion y para determinar su calidad, usualmente como un

complemento del andlisis sensorial.

| .5.1. Protedlisis

Para la mayoria de los quesos duros y semiduros la protedlisis es el indice de

maduracion mas ampliamente utilizado (McSweeney y Fox, 2004b).
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Los compuestos nitrogenados que contribuyen al flavour son solubles en
solventes acuosos. La metodologia que evalta el contenido de nitrogeno soluble en
diversas fracciones obtenidas a partir del extracto acuoso del queso, refleja el grado de
avance y la profundidad de la protedlisis. Los cientos de péptidos presentes en la
muestra son fraccionados de acuerdo a su masa molecular, su hidrofobicidad y
conformacién en las distintas fracciones, siendo una técnica util para comparar el grado
de avance de la proteolisis entre muestras de quesos y en consecuencia como indice de
maduracion del queso. El contenido de Nitrégeno soluble a pH 4,6 (NS-pH 4,6), la
primera de las fracciones, incluye proteinas (excluyendo las caseinas), todos los
péptidos de hasta 30-35 residuos de aminoacidos, aminoacidos libres y compuestos tales
como aminas, urea y amoniaco. La fraccion de Nitrogeno soluble en acido ticloroacético
12% (NS-TCA), la segunda de las fracciones, estd constituida por péptidos medios y
pequetios conteniendo desde 2 hasta 22 residuos de aminoacidos, aminodcidos libres y
compuestos tales como aminas, urea y amoniaco. Por ultimo, la fraccion de Nitrégeno
soluble en acido fosfotingstico 2,5% (NS-PTA) contiene compuestos con un peso
molecular hasta 600 daltons, que incluyen péptidos muy pequefios, aminoacidos y
compuestos nitrogenados menores, excepto aminoacidos dibasicos (lisina, arginina y
ornitina) y amoniaco (Ardo, 1999).

Varios estudios informaron que la concentracion de aminoacidos libres
correlaciona fuertemente con la edad y la madurez del queso y podria considerarse
como un indice de maduracién del mismo.

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) es ampliamente utilizada
para monitorear la prote6lisis primaria en los quesos y esta principalmente relacionada a

la actividad del coagulante residual y de la plasmina. Especificamente, la caseina-asl
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residual es un buen indicador del nivel general de proteolisis en quesos relativamente

jovenes (Fox, 1993).

[.5.2 Lipdlisis

La extension de la lipdlisis durante la maduracion varia ampliamente con la
variedad del queso. En quesos tales como Cheddar, Emmental, Gruyere y tipo Gouda, el
nivel de lipolisis es bajo, mientras que en quesos madurados con hongos, como los
azules, y en quesos duros, se observa una extensa lipolisis. Obviamente, la
concentracion de acidos grasos libres aumenta durante la maduraciéon y tiene un
importante impacto en el flavour del queso. Una determinada concentracion de acidos
grasos libres es necesaria en el balance correcto para lograr el flavour 6ptimo, pero un
exceso de los mismos o un balance incorrecto genera off-flavours, especialmente en
variedades de quesos suaves. En general, la concentracion de acidos grasos libres se
considera poco util como indicador de la edad del queso en comparacion a otros

productos generados en la protedlisis y en la glicolisis.

|.5.3. Fermentacion de la lactosa y cambios en €l lactato

La fermentacion de la lactosa a acido lactico durante la elaboracién del queso
reduce el pH de la cuajada a valores que previenen el crecimiento de bacterias
patogenas. La velocidad y la extension de esta acidificacion influyen fuertemente en el
tipo y la calidad del queso y en consecuencia el pH es un util indice de control. Sin
embargo, el pH del queso aumenta durante la maduracion y entonces al final de este
proceso puede no reflejarse lo que sucedid en la cuajada fresca.

Por otro lado, aproximadamente el 98% de la lactosa de la leche es eliminada

en el suero como lactosa o como acido lactico, quedando en la cuajada solo el 0,7-1,5%
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de lactosa. La concentracion de lactosa residual en la cuajada depende del método de
elaboracion, del tipo y actividad del starter y especialmente de la concentracion de sal
en la fase humeda. Ademas, a pesar que suceden importantes cambios en las
concentraciones de lactosa y 4cido lactico durante la maduracion del queso, por
ejemplo en queso Cheddar, la concentracion de lactosa disminuye a cero en solo dos
semanas, en quesos tipo Dutch, la lactosa es completamente fermentada a 4cido lactico
en 24 horas y en quesos de alta coccion, en los cuales es utilizado un fermento
termofilo, la concentracion de lactosa también disminuye a cero practicamente en una
semana, es muy raro su uso como indice de maduracién.

En la mayoria de los quesos, la lactosa es metabolizada a L-acido lactico. En
queso Cheddar, Dutch y muchas otras variedades, el L-lactato es isomerizado a D-
lactato por las NSLAB; entonces existe una mezcla racémica del acido lactico cuya
velocidad de racemizacion depende de la poblacion de las mismas y entonces es un
indice del numero y actividad de estos microorganismos como también de maduracion
del queso. A pesar que existen pocos estudios, se puede pensar que no sea un buen

indice de madurez debido a las variaciones en la poblacion de las NSLAB.

|.5.4. Cambiosen el pH

La formacion de acido lactico durante la elaboracion y el metabolismo de la
lactosa residual en las etapas iniciales de maduracion reduce el pH del queso a 5,1-5,3,
dependiendo de la variedad. Durante la maduracion el pH del queso aumenta debido a la
formacion de compuestos alcalinos nitrogenados y/o por el catabolismo del acido
lactico. Por ejemplo, el pH de queso Cheddar aumenta solo ~0,1 unidad luego de seis
meses de maduracion, el pH de queso Gruyere aumenta de 5,35 a 5,95 y el de queso

Gouda de 5,1 a 5,3-5,9. El pH de queso Camembert aumenta de 4,8 a 7,5, mientras que
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el pH del queso azul aumenta desde 4,8 a 7. Obviamente, cambios en el pH de esta
magnitud durante la maduracion son futiles indicadores de la edad de los quesos,
especialmente en los quesos madurados con hongos, pero en las demas variedades este

parametro es raramente utilizado como indice de madurez.

1.5.5. Compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles, como por ejemplo: algunos acidos, sulfuro
de hidrogeno, lactonas, metanotiol, dimetilsulfuro, etc., estdn presentes en quesos en
concentraciones que dependen de la variedad y de las condiciones de maduracioén. Los
mismos son responsables del aroma del queso y contribuyen tanto al sabor de fondo
como al caracteristico, pero su concentracion en el queso es variable. McGugan y col.,
1998 notaron que los compuestos volatiles obtenidos de una grasa de queso contribuyen
al flavour, pero cuando los mismos fueron agregados a quesos frescos o madurados, la
intensidad del flavour de los mismos no aument6 significativamente, sugiriendo que la
cuantificacion analitica de compuestos volatiles como un indicador de maduracion
puede llegar a sobreestimar la edad de los quesos. Marsili, 2000 inform6 que las
concentraciones de alcoholes, aldehidos y cetonas fueron pobres indicadores de la edad
de queso Cheddar. Sin embargo, encontré6 que el acetato y especialmente propionato

fueron buenos indices de la edad de esta variedad de queso.

|.6. Analisis multivariado

El Analisis Multivariado consiste en un conjunto de técnicas cuya finalidad es
analizar simultdneamente conjuntos de datos multivariados, es decir, datos que son el
resultado de observar y registrar los valores de varias variables en cada individuo u

objeto bajo estudio.
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En general se lo clasifica en dos grandes grupos

1. Métodos predictivos como Regresion Lineal Multiple (RLM), Regresion
Parcial por minimos cuadrados (PLS), Andlisis Discriminante (DA), entre otros.

2. Métodos descriptivos como analisis factorial, andlisis de componentes
principales, analisis de correspondencias simples y multiples, etc.

Este tipo de andlisis ha avanzado mucho y hoy ocupa el corazon del andlisis
estadistico avanzado. La gran virtud del mismo es que sintetiza las relaciones entre las

variables estudiadas (Hair y col., 1999).

1.6.1. Andlisis por componentes principales (PCA)

El PCA puede encuadrarse dentro del conjunto de técnicas multivariadas
conocidas como métodos factoriales (en los que se incluyen el analisis de factores y el
analisis de correspondencias).

Es una técnica de reduccion de datos que sirve para encontrar grupos
homogéneos de variables a partir de un conjunto numeroso de variables. Esos grupos
homogéneos se forman con las variables que correlacionan mucho entre si y
procurando, inicialmente, que algunos grupos sean independientes de otros.

El PCA es, por tanto, una técnica de reduccion de la dimensionalidad e
interpretacion de los datos. Su propoésito ultimo consiste en buscar el nimero minimo de
dimensiones capaces de explicar el maximo de informacion contenida en los datos. Esto
se logra mediante la transformacion del grupo de variables originales observadas para
las muestras, en un nuevo grupo de variables denominadas componentes principales o
factores, los cuales son ortogonales entre si (no correlacionados). Cada componente
principal (CP;) es una combinacion lineal de las variables originales, y puede expresarse

mediante la siguiente ecuacion:
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CPi=ayxitapxat+......... + ajk Xk

Los coeficientes a;; de cada variable en la ecuacion, llamados loading o carga
factorial, expresan la contribucion de cada variable original (x;, Xz, ...., Xx) al
componente principal. La suma de los cuadrados de las cargas factoriales en un dado
componente se denomina autovalor (A;) e indica la cantidad de varianza explicada por
ese componente.

La suma algebraica en cada componente principal para una muestra, es llamada
el score o puntuacion de la muestra para ese componente principal. En el PCA se
obtienen tantas nuevas variables o componentes principales como numero de variables
originales. Sin embargo, los primeros componentes principales extraen la maxima
variancia y son suficientes para la interpretacion de los datos, logrando una reduccion de

la multidimensionalidad sin pérdida significativa de informacion (Hair y col., 1999).

|.6.2. Andlisis Discriminante (DA)

El DA es una técnica de clasificacion que se basa en el calculo de una serie de
funciones discriminantes que ayudan a predecir a la variable de clasificacion a partir de
otras variables cuantitativas. Estas funciones son utilizadas para clasificar a las
observaciones en grupos predefinidos. Para “n” grupos, son calculadas n-1 funciones
discriminantes. Estas funciones tienen una ecuacién similar a una ecuacion de regresion:

D=BX;+BX,+...... + B,X,+B

donde X, son los valores de las variables independientes y B, son los
coeficientes estimados a partir de los datos. La funcion discriminante con p-valor < 0.05
es estadisticamente significativa con un 95% de nivel de confianza.

A partir de esta ecuacion se calcula el score discriminante para cada muestra y

luego los individuos son clasificados en el grupo para el cual tienen el mejor puntaje.
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Esto se expresa en términos del porcentaje de casos correctamente clasificados (Hair y

col., 1999).

|.6.3. Métodos de regresion

La Regresion Lineal Multiple (MLR), la Regresion por Componentes
Principales (PCR) y la Regresion Parcial por Minimos Cuadrados (PLS) son métodos
estadisticos convencionales para modelar relaciones cuantitativas entre 2 grupos de
variables Xy Y. En estos métodos lineales de regresion, cada variable dependiente Y se
obtiene como una combinacion lineal de las p variables independientes, de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Y=by+ b X;+bXs+........ + b X t¢e
donde b; son los coeficientes de regresion y e es el error aleatorio.

La MLR encuentra el ajuste optimo de los datos de acuerdo al criterio de
minimos cuadrados, siendo lo mas conveniente que no exista multicolinealidad entre las
variables X. Por el contrario, PCR y PLS pueden ser usados cuando existe
multicolinealidad entre las variables del grupo de las X, o cuando el nimero de muestras
de calibracion es pequeio (Carpino y col., 2002; Hair y col., 1999).

La PCR encuentra los componentes que capturan la mayor cantidad de varianza
en las variables predictoras sin usar la informacion de la variable dependiente (Y). Sin
embargo, la PLS intenta obtener los componentes que capturan la mayor cantidad de
varianza en el grupo de las X pero consiguiendo la méxima correlacion con la variable
dependiente (Y). Es decir, que el propdsito principal de este método esta en predecir la
variable dependiente y no necesariamente en tratar de entender las relaciones

subyacentes entre las variables predictoras (Martens y col., 1993).
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|.6.3.1. Métodos lineal es basados en |la reduccién de variables: PCRy PLS

Dentro de los métodos basados en la calibracion inversa (en los cuales se utiliza
a la concentracion como variable dependiente y a la sefial analitica como variable
independiente) se encuentran los métodos de regresion sesgados como PCR y PLS,
basados en la reduccion de variables. Estos se caracterizan porque la informacion
contenida en la respuesta analitica registrada puede ser concentrada o reducida en un
menor numero de variables, sin pérdida de la informacion relevante. La regresion de las
respuestas no se realiza en los datos originales, sino en estas nuevas variables,
simplificandose los modelos y la interpretacion de los resultados. Presentan las ventajas
de la calibracion inversa, en la cual se puede realizar el analisis de inicamente alguno
de los componentes que contribuyen a la sefial de respuesta sin necesidad de conocer
nada de las demas componentes o especies presentes. Por lo tanto, se los incluyen

dentro de los métodos flexibles de calibracion (Hair y col., 1999).

% Consideraciones previas

Los métodos de reduccion de variables no se suelen aplicar directamente a los
datos originales, sino que estos son centrados y/o autoescalados. Con estos tratamientos
se intenta transformar matematicamente los datos a la forma mas adecuada para la
obtencién del modelo de calibracion.

Consideremos una matriz X de datos, donde cada fila se corresponde a una
muestra y cada columna a una variable medida. Si se denomina X al elemento de la
matriz que esta en la fila i y en la columna k; es habitual referir todos los valores de las

variables a un origen comun mediante el:
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-centrado de los datos. Se calcula el valor medio de cada variable de la matriz y
se resta a cada valor puntual de la columna. El valor medio corresponde al centro del
modelo, y los valores de todas las variables estdn ahora referidos a dicho centro.

Xik — Xk

Este tratamiento permite mantener las unidades originales y equivale a trabajar
con la matriz de varianza-covarianza de las variables originales.

Si las variables originales estan expresadas en unidades distintas, o cuando sus
varianzas son muy diferentes, se aplica el:

-autoescalado de los datos. Después de centrar cada columna, se divide cada
valor por la desviacidon estandar de la misma, S, de forma que la varianza de cada
variable vale la unidad.

Xik — Xk
Sk

Este tratamiento equivale a trabajar con la matriz de correlacion de las variables
originales. Geométricamente equivale a cambiar la longitud de los ejes de coordenadas.
De esta forma, todos los ejes tienen la misma longitud y cada variable tiene la misma

influencia en el calculo.

% Regresion por componentes principales (PCR)

Este método consta de dos etapas. En la primera se efectia una reduccion de
variables mediante un analisis por componentes principales y en la segunda se realiza la
regresion de estos componentes principales.

En el PCA, descripto anteriormente, la matriz de datos X (de dimensiones mx Kk;

M muestras y K variables) se descompone en el producto de dos matrices, T (matriz de
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scores) y P (matriz de loadings), mas una matriz E de residuales de X, segiin la
siguiente expresion:
X=TP'+E

Los primeros componentes principales describen la fuente de variacién mas
importante de los datos, que se puede asociar a la informacion mas relevante. Para tener
una reproduccion perfecta de la matriz X se necesitan K vectores loadings y scores, sin
embargo, es posible representar la matriz original con un numero de vectores a < k, de
la siguiente forma:

X=tip 1 +tps+.... ttyp'a+E

Puesto que la informacion relevante estd contenida en los a primeros
componentes, y los ultimos solo describen variaciones debidas al ruido, se obtiene una
reduccion importante del numero de variables. Finalmente, el conjunto de datos X que
estaba descripto por variables correlacionadas, se ha definido por un nuevo conjunto de
variables, llamadas componentes principales, que son variables no correlacionadas entre
si, en un nuevo sistema de ejes ortogonales.

En la segunda etapa, se utilizan los componentes principales encontrados
mediante el PCA y se realiza una regresion multiple inversa (ILS) de la variable
dependiente sobre los scores, en lugar de realizarla sobre los datos originales.

Ahora se puede expresar la matriz Y, que contiene la variable dependiente,

segun la siguiente expresion:

/\ .
donde B es la matriz de regresores que se halla por minimos cuadrados

conociendo los valores de Y del conjunto de calibracion, de la siguiente forma:
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B=(T'"T)'T"'Y
donde el simbolo ” indica valores calculados o predichos
Una vez establecido el modelo de calibracion, se pueden realizar los calculos
para predecir un conjunto de nuevas muestras. En primer lugar, la matriz de datos de
muestras de prediccion, X*, se centra o autoescala. A partir de la matriz de loadings
calculada en la calibracion, para el nimero a de componentes principales optimo, se
calculan los scores de las muestras de prediccion, T*:
T*=X*P
y, por ultimo, se utiliza la matriz de regresores calculada en la calibracion, junto
con los scores de estas muestras, para el calculo de la variable dependiente en las
muestras desconocidas
Y*=T*B
Uno de los principales problemas de PCR es que los componentes principales
escogidos que mejor representan la matriz de datos X, pueden no ser los 6ptimos para la
prediccion de la variable dependiente. Por este motivo se han desarrollado otras técnicas
de calibracion que intentan concentrar el maximo poder predictivo en los primeros
componentes principales como es el caso de la Regresion Parcial por Minimos

Cuadrados (Porcel Garcia, 2001).

% Regresion parcial por minimos cuadrados

El método de Regresion Parcial por Minimos Cuadrados (PLS, Partial Least
Sguares Regresion) fue desarrollado por H. Wold en 1975. La diferencia con PCR es
que se intenta que los primeros componentes contengan la mayor informacion para la
prediccion de la matriz Y. Para ello, durante la etapa de calibracion, el algoritmo PLS

utiliza tanto la informacién contenida en la matriz de datos (matriz X) como la
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informacion contenida en la matriz de la variable dependiente (matriz Y), obteniéndose
variables auxiliares llamadas variables latentes, factores o componentes que tienen gran
parecido a los componentes principales que se hallan en PCR.

Antes de realizar la descomposicion en factores, las matrices X e Y se centran o
autoescalan y luego cada una de ellas se descompone simultdneamente en una suma de
a factores, segun la siguiente expresion:

a
X=TP"+E=Ztp/ +E
i=1

Y=UQ"+F=Xujqi +F

i=1

donde T es la matriz de scores, P la de loadings y E la matriz de residuales para
la matriz X; U es la matriz de scores, Q la de loadingsy F la matriz de residuales para la
matriz Y. En este caso, los loadings P y Q no coinciden con la direccion de la maxima
variabilidad de las muestras como sucede en PCA, ya que estan corregidos para obtener
la maxima capacidad predictiva para la matriz Y.

La descomposicion de ambas matrices no es independiente, sino que se realiza
de forma simultanea, estableciéndose una relacion interna entre los scores de los
bloques X e Y de forma que para cada componente a, se cumpla que:

U, =Dbat,

donde el simbolo * indica que es un valor predicho y b, es el coeficiente de
regresion para cada uno de los componentes.

A partir de aqui se plantea Y utilizando la relacion interna Oy

Y=TBQ'+F

donde B es la matriz de regresores b, y F la matriz de los residuales de Y.
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En el caso de calcular una sola variable dependiente de la matriz Y el algoritmo
recibe el nombre de PLS1 y si se determinan varias variables recibe el nombre de PLS2.
Una vez establecido el modelo de calibracion se puede realizar la prediccion de
la variable dependiente en un nuevo conjunto de muestras segun la siguiente expresion:
yiT = b()T + XiT B
siendo x; el vector que define la sefial analitica de la muestra, y; el vector de la
variable dependiente, y by’ un vector que permite realizar la prediccion de una muestra

sin necesidad de descomponerla en matrices de scoresy loadings (Porcel Garcia, 2001).

1.6.3.2. Construccion de model os de calibracion multivariados

El objetivo de los métodos de calibracion multivariados es establecer modelos
que sean capaces de predecir el valor de la variable estudiada para nuevas muestras, a
las que se ha registrado la sefial analitica. Para que estas predicciones sean fiables, los
modelos obtenidos han de ser robustos y, para ello, se deben seguir las etapas que se
describen a continuacion (Porcel Garcia, 2001):

I. Definicion de un conjunto de calibracion. De €l se conoce el valor de la variable
dependiente, debe ser representativo del sistema en estudio y debe permitir
realizar predicciones futuras sobre un conjunto de nuevas muestras.

II. Registro dela informacién analitica.

III. Pretratamiento de los datos. En esta etapa, se minimizan las contribuciones no
deseadas presentes en la sefial analitica que disminuyen la reproducibilidad y
pueden provocar que el sistema presente comportamientos que darian lugar a
estimaciones erroneas de los parametros deseados.

IV. Sdeccién del modelo. Establece la relacion mas simple posible entre la variable

dependiente y la sefial analitica. Esto, en muchas situaciones, implica un estudio
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complejo de la matriz de datos analiticos, ya que no siempre es necesaria la
utilizacion de toda la informacion registrada.

V. Validacion del modelo. Implica su aplicacion a un nimero de muestras de las
que se conoce la variable dependiente y que no han sido utilizadas en la etapa
de construccion del modelo. De esta forma se verifica que el modelo construido
constituye una correcta descripcion del sistema en estudio.

VI. Prediccion de nuevas muestras. Con el modelo construido y validado, se calcula
la variable dependiente en nuevas muestras a las que, previamente, se ha

registrado la sefal analitica.

|.7. Antecedentes sobre el tema de estudio

Durante la etapa de maduracion del queso es cuando suceden los fendmenos
bioquimicos mas importantes. La proteodlisis, glicolisis y lipolisis dirigen los cambios
significativos en la composicion del queso e inducen el desarrollo de las propiedades
sensoriales del mismo.

Los métodos utilizados para evaluar estos procesos han sido descriptos en
profundidad e incluyen tanto métodos fisicoquimicos (pH, Kjeldahl, humedad, etc.)
como métodos mas sofisticados como la electroforesis y la cromatografia.

Existen varios trabajos publicados en los cuales se evaluaron posibles
indicadores de maduracion para distintas variedades de quesos:

v Restani y col. (1996) evaluaron la protedlisis de la B-caseina en quesos
Grana Padano y encontraron que los perfiles de y-caseinas, especificamente la relacion
y3-caseina/ y;-caseina, podrian ser considerados tutiles como indices de maduracién o

para certificar la calidad de esta variedad de queso.
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4 Innocente, N. (1997) estudio6 la evolucion del contenido de aminoacidos
libres como posible indice de maduraciéon en queso Montasio y encontrd una gran
variabilidad para quesos con el mismo tiempo de maduracion, por lo que no fue posible
determinar la edad de esta variedad de queso de acuerdo a su contenido en aminoacidos
libres.

v Pizzano y col. (2000) monitorearon la maduracion del queso mediante
una metodologia inmuno-quimica en la que se evalu6 especificamente la apertura del
enlace peptidico Lys™-Lys® de la B-caseina producido por la plasmina, y encontraron
que este parametro correlaciond fuertemente con la edad del Parmigiano-Reggiano, en
consecuencia podria considerarse como un indicador de la maduracion de esta variedad
de queso.

v Poveda y col. (2000) estudiaron la evolucion de la concentracion de
acidos grasos libres (AGL) durante la maduracion de quesos Manchego elaborados en
diferentes estaciones del afio (otofio e invierno). El propdsito fue determinar si ambas
variables, tiempo de maduracién y estacion influyen significativamente en la
concentracion de AGL. Se determin6 que la concentracion de AGL aument6 en el curso
de la maduracion. El analisis por componentes principales mostré que los AGL de
cadena corta fueron las variables que mejor explicaron la variabilidad del sistema y las
muestras se agruparon en funcion a la estacion del afo.

v Mucchetti y col. (2000) demostraron que el acido piroglutdmico (pGlu),
producido por bacterias acido lacticas termofilas presentes en el starter, esta presente en
grandes cantidades particularmente en quesos de largos periodos de maduracion. Los
resultados obtenidos en este trabajo revelaron que el contenido de pGlu aument6 con el
tiempo en forma lineal durante la maduracion de quesos Grana Padano entre 2 y 24

mesces.
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4 Rosenberg y Altemueller (2001) determinaron los efectos de cambios en
las condiciones tiempo/temperatura de maduracion sobre la acumulacion de acido L-
glutdmico libre en quesos Cheddar con cantidades normales y reducidas en materia
grasa. Los resultados demostraron que la acumulacion de 4cido L-glutamico libre en
estos quesos fue extremadamente sensible a las condiciones tiempo/temperatura de
maduracion. Ademas este parametro correlacioné bien con los indices de maduracion
comunmente utilizados y con la edad de los quesos, en consecuencia el mismo podria
ser considerado como un indice de maduracién para quesos Cheddar.

v Tavaria y col. (2004) estudiaron el perfil de AGL de quesos Serra da
Estella durante la maduracién y determinaron los compuestos que exhiben el mayor
impacto en el aroma del queso. Los resultados mostraron que los AGL, principalmente
los de cadena corta, juegan un rol muy importante en el desarrollo del aroma de estos
quesos, por lo que podrian ser usados satisfactoriamente como indicadores de
maduracidon y como una ayuda para establecer el tiempo optimo de maduracion de esta
variedad de queso.

v Kalit y col. (2005) monitorearon la proteélisis durante la maduracion de
queso Tounj y determinaron el tiempo Optimo de maduracién del mismo mediante un
panel de consumidores. Los pardmetros determinados fueron la degradacion de la oy y
de la B-caseina por electroforesis y las fracciones de nitrégeno soluble en agua y en
acido tricloroacético al 12% por el método de Kjeldahl. Con estos parametros medidos
se obtuvieron modelos de regresion simple (ecuaciones lineales y/o cuadraticas) para
correlacionar cada uno de ellos con el tiempo de maduracion, encontrandose que las dos
fracciones nitrogenadas y la degradacion de la og;-caseina resultaron buenos indicadores

de la maduracion de esta variedad de queso.
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Ademas existen también varios trabajos publicados en los cuales se avanz6 un
poco mas en el tema, ya que en los mismos se aplicaron métodos estadisticos que
permitieron clasificar a los quesos seglin su tiempo de maduracion:

v Pham y Nakai (1984) aplicaron Analisis Discriminante Stepwise a
extractos acuosos de queso Cheddar analizados por HPLC lo que permiti6 clasificarlos
de acuerdo a su tiempo de maduracion.

v Santa Maria y Ramos (1986) aplicaron Analisis Discriminante sobre
diferentes indices de protedlisis para clasificar a quesos Manchego seglin su tiempo de
maduracion. Los parametros de protedlisis evaluados fueron: nitrégeno total (NT),
nitrégeno soluble (NS), nitrogeno no proteico (NNP), nitrogeno peptidico (NP),
nitrégeno de aminoacidos (N-NH2), tirosina , triptofano y distintas fracciones de
caseina. Se encontraron dos funciones discriminantes que clasificaron correctamente a
los quesos como frescos, medianamente maduros o maduros.

v Garcia-Palmer y col., (1997) estudiaron la evolucion del contenido de
aminoacidos libres como posible indice de maduracion de queso Mahén y encontraron
que la relacion entre la mayoria de los aminoacidos estudiados y la edad del queso fue
lineal y con una alta correlacion. Ademas mediante un analisis discriminante de estos
datos pudieron clasificar a los quesos no s6lo de acuerdo a su edad sino también segin

el tipo de queso (elaborado con leche cruda o pasteurizada).

Por ultimo, existen varias publicaciones en las cuales se obtuvieron modelos
multivariados para predecir el tiempo de maduracion de una determinada variedad de
queso mediante la evaluacion de distintos parametros de maduracion:

v Garcia-Ruiz y col. (1998) aplicaron diferentes técnicas de regresion

multivariadas, tales como regresion lineal multiple (MLR), regresion por componentes
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principales (PCR), y regresion parcial por minimos cuadrados (PLS), a parametros
fisicoquimicos y de protedlisis para calcular el tiempo de maduracion en quesos
Manchego. Encontraron que los tres métodos estadisticos condujeron a buenas
correlaciones (valores de R® mayores a 0,96) entre los tiempos de maduracion
calculados y los observados. Sin embargo, la regresion PLS fue la que produjo las
mejores predicciones y por esta razon se la utilizd para predecir el tiempo de
maduracion de quesos Manchego comerciales.

v Lues y Bekker (2002) evaluaron el contenido de 4cidos organicos en
queso Cheddar a distintos tiempos durante la maduracion y mediante regresiones
lineales y no lineales definieron la evolucion de los mismos. Aunque algunos acidos
organicos resultaron indicadores de maduracion mas precisos, se encontrdé una férmula
que utiliza la informacion de todos los acidos organicos, debido a que la misma deberia
brindar una estimacién mas precisa de la extension de la maduracion.

v Akalin y col. (2002) analizaron nueve acidos organicos durante la
maduracion de queso blanco salado (Pickled white cheese) mediante HPLC de fase
reversa. Se aplico analisis discriminante sobre los datos obtenidos lo que permitid
clasificar a los quesos de acuerdo a su edad. Mediante Regresion lineal multiple
Stepwise se correlacion6 el contenido de acidos organicos con el tiempo de maduracion
y se encontr6 una ecuacion para estimar el tiempo de maduracion de esta variedad de
queso con una alta correlacion (R” =0,998) siendo las variables predictoras el contenido
de acido butirico, propidnico, orético y formico.

v Poveda, y col. (2004) usaron la regresion PLS para predecir el tiempo de
maduracion de quesos Manchego, basandose en algunos parametros fisicoquimicos e
indices de protedlisis secundaria, trabajando con quesos elaborados en distintas

estaciones del afo (otofio, invierno y primavera). Se demostro que las variables que mas
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contribuian para predecir el tiempo de maduracion de los quesos fueron la actividad de
agua (ay), pH y materia seca. El modelo obtenido mostré buenos resultados para la
prediccion de los tiempos de maduracion de quesos Manchego comerciales elaborados
en la misma fabrica que los quesos estandares. Ademas, el modelo fue también bueno
para la prediccion de los tiempos de maduracion de quesos Manchego comerciales
elaborados en fabricas diferentes.

v Fallico y col. (2004) evaluaron la protedlisis durante la maduracion en
quesos Ragusano con denominaciéon de origen protegida (DPO), por aplicacion de
analisis quimimétrico a perfiles peptidicos y de aminoacidos libres. Ocho de los 11
parametros fisicoquimicos analizados tuvieron una relacion lineal significativa con el
tiempo de maduracion. Tanto el porcentaje de humedad y de proteina disminuyeron
significativamente con el tiempo de maduracion, mientras que los porcentajes de sal, sal
en la humedad y todas las medidas de proteodlisis se incrementaron significativamente al
avanzar la maduracion. Se aplicaron analisis por componentes principales y analisis
cluster a los perfiles peptidicos y de aminoacidos libres. Se encontr6 que los perfiles
peptidicos fueron mas utiles al diferenciar los quesos por edad que los datos de
aminoacidos libres. Los mejores modelos de PLS para predecir las edades de los quesos
se obtuvieron al combinar los datos de aminoécidos libres y péptidos (R* = 0.976). Con
los perfiles peptidicos solamente, se llegdé a un modelo con una precision de prediccion
similar (R* = 0.961), siendo los mas importantes las fracciones de péptidos solubles e
insolubles en medios hidrofébicos.

v Pinho y col. (2004). Los objetivos de este trabajo fueron: 1) controlar los
cambios en las caracteristicas sensoriales (color y textura) y fisicoquimicas (humedad,
acidez, pH, y ay,) de quesos Terrincho durante 60 dias de maduracion; 2) determinar las

correlaciones entre los parametros de textura y color y el tiempo de maduracion de los
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quesos para poder estimar el tiempo de maduracion de los mismos sobre la base de
dichos parametros; 3) realizar una comparacion entre variedades de quesos Terrincho de
5 plantas lacteas diferentes, de acuerdo a sus caracteristicas sensoriales, fisicas y
quimicas. Se estimo el tiempo de maduracién usando 2 parametros de textura y 4 de
color, con un error estdindar de 4,2 dias. La estimacion del tiempo de maduracion es
importante para este tipo de queso porque los mismos son elaborados con leche cruda
de oveja, y por razones de seguridad alimentaria no deberian ser vendidos antes de los
30 dias de maduracion.

v Albillos y col. (2005) evaluaron la proteolisis de quesos elaborados con
mezcla de leche (vaca y oveja), por electroforesis capilar de la fraccion insoluble a pH
4,6. Luego se aplico PLS y PCR al perfil electroforético obtenido encontrandose
modelos para predecir el tiempo de maduracion de este tipo de queso con un RMSEP <
7,8 dias.

v Downey y col. (2005) desarrollaron modelos de prediccion de atributos
sensoriales y de la edad de queso Cheddar por aplicacion de regresion PLS sobre los
espectros de infrarrojo cercano obtenidos a distintos tiempos de maduracion. Estos
autores encontraron un modelo para predecir el tiempo de maduracion de queso
Cheddar con un RMSECV de 0,61 meses, considerandolo con este error,
suficientemente 1til para ser usado industrialmente.

v Martin-del-Campo y col. (2007) evaluaron el potencial de Ia
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) para monitorear la
maduracion de quesos madurados con hongos tipo Camembert. Las evoluciones
espectrales fueron discriminadas por andlisis de la varianza (ANOVA) y andlisis por

componentes principales (PCA) y las correlaciones entre los espectros obtenidos y el
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tiempo de maduracion fueron investigadas por regresion PLS, obteniéndose modelos de

prediccion con un error de aproximadamente 1 dia.

Con respecto a variedades de quesos Argentinos, no se encontré6 en la

bibliografia trabajos publicados en los cuales se estime el tiempo de maduracion de los

mismos mediante la determinacion de parametros fisicoquimicos.
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II. OBJETIVOS

I1.1. Objetivo general

El Codigo Alimentario Argentino define a cada variedad de queso con un tiempo
minimo de maduracion. Ello implica que para acanzar sus caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriaes, se necesita mantener inmovilizado un importante capital
durante un periodo reglamentario. Por tal motivo, los quesos disponibles en el mercado
frecuentemente presentan tiempos de maduracion significativamente menores a
establecido.

En la actualidad no existe ninguna herramienta analitica que permita establecer
con cierta exactitud €l tiempo de maduracion para quesos tipicos argentinos. En vista de
la importancia que tiene el proceso de maduracién sobre la calidad final del queso,
obtener informacion sobre este aspecto resultaria muy Util para la industria |actea
Generalmente, la determinacién del nivel de maduracion y consecuentemente la
evaluacion de la calidad total del queso implica €l uso de paneles sensoriales
entrenados. Este recurso requiere tiempo y por lo tanto resulta muy costoso. Por este
motivo existe un interés considerable en desarrollar técnicas instrumentales que brinden
analisis mas objetivos, rgpidos y menos costosos.

En este trabgjo se plantea la obtencion de modelos mateméticos basados en
parametros fisicoquimicos para estimar el tiempo de maduracién de tres quesos tipicos
Argentinos. Cremoso, Pategrés y Reggianito. Los beneficios que tales modelos pueden
brindar, pueden verse no solo desde €l punto de vista cientifico, sino también desde el

punto de vista de la calidad comercial del producto.
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[1.2. Objetivos particulares

«» Actudizar exhaustivamente lainformacion existente sobre el tema de estudio.

*
L X4

Determinar diferentes pardmetros fisicoquimicos sobre las muestras de quesos
de las tres variedades estudiadas a distintos tiempos de maduracion. Analizar su
evolucion a lo largo del mismo en forma univariada y multivariada. Las
variables a determinar fueron: contenido de humedad, pH, fraccionamiento de

nitrégeno, andisis electroforético y contenido de amonio.

Optimizar la técnica colorimétrica para determinar el contenido de amonio en

qUEeSsOS.

Aplicar técnicas estadisticas de regresion sobre los datos obtenidos para obtener

model os de prediccion.

Verificar laaplicabilidad de los model os obtenidos sobre muestras del comercio.
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I11. MATERIALES Y METODOS

[11.1. Muestras de quesos, técnicas de muestreo y determinaciones
realizadas

Para el desarrollo del presente trabajo de tesis, se utilizaron quesos de tres
variedades definidas por el Cédigo Alimentario Argentino (www.anmat.gov.ar/CAA,
2008): de alta humedad, Cremoso; de mediana humedad, Pategras y de baja humedad,
Reggianito.

Los quesos empleados para la obtencion de los modelos matematicos,
denominados quesos de calibracion, fueron provistos por dos industrias lacteas de
primera linea de la zona de Santa Fe y elaborados en tres estaciones diferentes del afio:
otofo, invierno y primavera. Se recibieron un total de 8 quesos para cada variedad
estudiada, de los cuales 4 correspondieron a elaboraciones de primavera y 4 a
elaboraciones de otofio e invierno (2 para cada estacion). Los quesos recién elaborados
se trasladaron refrigerados al Instituto, y se colocaron en camara de maduracion para ser
estacionados en las condiciones de humedad y temperatura establecidas para cada tipo.
Durante el periodo de maduracion se tomaron muestras a distintos intervalos de tiempo
dependiendo de la variedad y se sometieron a diferentes determinaciones tal como se
detalla a continuacion.

Con el fin de aplicar los modelos de prediccion obtenidos se obtuvieron
muestras de quesos de distintas marcas comerciales de las tres variedades estudiadas: 3
muestras de queso Cremoso, 7 de queso Pategras y 6 para la variedad Reggianito. Estos

quesos fueron denominados quesos comerciales.
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[11.1.1 Quesos de calibracion

[11.1.1.1. Queso Cremoso

De acuerdo al disefio del presente trabajo, la misma unidad experimental (queso)
se muestred durante todo el periodo de maduracion. Por esta razon y para permitir la
conservacion y la continuacion de la maduracién sin que ella se vea afectada por la
contribucion de microorganismos no lacticos indeseables, cada horma de queso fue
dividida en el momento de la recepcion en 8 porciones como se muestra en la Figura
II1.1, que se envasaron al vacio en bolsas apropiadas para este fin y se maduraron a 7°C

y 80% de humedad relativa durante un periodo de 30 dias.

Figuralll.l. Esquema de muestreo para queso Cremoso.

Curia tomada a los distintos
Division de la horma en el tiempos de muestreo

momento de la recepcion

Durante este periodo se tomaron muestras inmediatamente de recibido el queso
(tiempo 0) y a los 9, 15, 22 y 30 dias de maduracion obteniéndose un total de 28
muestras (cada unidad experimental se muestre6 por lo menos a tres tiempos de
maduracion). La toma de muestra se realizd segin Norma 50C de la Federacion
Internacional de Lecheria (FIL-IDF, 1995). Para ello, en cada dia de muestreo, de una
de las porciones envasadas se tomd en condiciones asépticas una cufia de queso de
aproximadamente 100 g (Figura III.1), la cual se disgregd mediante una prensa manual

provista de orificios, se homogeneiz6 rapidamente para evitar la pérdida de humedad, y
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se fracciond en recipientes adecuados para los diferentes andlisis fisicoquimicos. Las
muestras se conservaron a -18°C hasta su analisis.

En las muestras obtenidas a los distintos tiempos de maduracion, se
determinaron los siguientes parametros fisicoquimicos: contenido de humedad, pH,
estudio de la degradacion de proteinas (proteolisis) mediante el fraccionamiento de
nitrégeno, analisis por electroforesis y contenido de amonio.

En las muestras obtenidas al final de la maduracién (30 dias) se determino el
contenido de nitrogeno total y de materia grasa. Ademas, sobre estas muestras fue
llevada a cabo una evaluacion sensorial del tipo descriptiva, analizando las

caracteristicas de aroma, sabor, textura, aspecto general y sabor residual.

111.1.1.2. Queso Pategras

Debido a que en este caso por las caracteristicas del queso y para no alterar su
proceso normal de maduracion, resultaba imposible fraccionar la horma como en el caso
anterior, la misma unidad (queso) se muestre6 durante todo el periodo de maduracién.
Para permitir la conservacion del mismo y la continuacion de la maduracion sin que se
vea afectada por la contribucion de microorganismos no lacticos indeseables, luego de
la toma de muestra, los orificios se rellenaron con parafina en condiciones asépticas.

Las hormas se maduraron en camara a 12°C y 80% de humedad relativa durante
50 dias. Durante este periodo se tomaron muestras inmediatamente de recibido el queso
(tiempo 0) y a los 12, 25, 38 y 50 dias de maduracion obteniéndose un total de 27
muestras (cada unidad experimental fue muestreada por lo menos a tres tiempos de
maduracion). El muestreo de los quesos se realizd de acuerdo a la norma 50C de la
Federacion Internacional de Lecheria (FIL-IDF, 1995). El mismo se realizé limpiando

la superficie de los quesos y tomando en condiciones asépticas con un calador estéril 6
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cufias aproximadamente cilindricas de las cuales se descart6 la parte exterior, resultando
una muestra de aproximadamente 100 g de queso. La muestra se tritur6 mediante una
prensa manual provista de orificios, se homogeneizé rapidamente para evitar la pérdida
de humedad, y se fraccion6 en recipientes adecuados para los diferentes analisis
fisicoquimicos. Las muestras se conservaron a -18°C hasta su analisis.

En las muestras obtenidas a los distintos tiempos de maduracion, se
determinaron los siguientes parametros fisicoquimicos: contenido de humedad, pH,
estudio de la degradacion de proteinas (proteolisis) mediante el fraccionamiento de
nitrégeno y contenido de amonio.

En las muestras obtenidas al final de la maduracién (50 dias) se determino el
contenido de nitrogeno total y de materia grasa, y también se llevd a cabo una
evaluacion sensorial del tipo descriptiva, analizando las caracteristicas de aroma, sabor,

textura, aspecto general y sabor residual.

111.1.1.3. Queso Reggianito

El procedimiento de muestreo y de conservacion de las muestras fue el mismo
que el descripto anteriormente para queso Pategras.

Las hormas de queso de Reggianito se maduraron en cdmara a 12°C y 80% de
humedad relativa durante 180 dias. Durante este periodo se tomaron muestras
inmediatamente de recibido el queso (tiempo 0) y a los 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180
dias de maduracion obteniéndose un total de 34 muestras (cada unidad experimental fue
muestreada por lo menos a tres tiempos de maduracién). El muestreo de los quesos se
realizd de acuerdo a la Norma 50C de la Federacion Internacional de Lecheria (FIL-

IDF, 1995).
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En las muestras obtenidas a los tiempos de maduracion mencionados
anteriormente, se determinaron los siguientes parametros fisicoquimicos: contenido de
humedad, pH, estudio de la degradacion de proteinas (protedlisis) mediante el
fraccionamiento de nitrégeno y contenido de amonio.

En las muestras obtenidas al final de la maduracion (180 dias) se determind el
contenido de nitrogeno total y de materia grasa, y se llevdé a cabo una evaluacion
sensorial del tipo descriptiva, analizando las caracteristicas de aroma, sabor, textura,

aspecto general y sabor residual.

[11.1.2. Quesos Comerciales

El muestreo de estos quesos se realizé en el momento de recepcidon descartando
la parte exterior y tomando una cufia de aproximadamente 100 g de queso. La muestra
obtenida se tritur6 mediante una prensa manual provista de orificios, se homogeneizo
rapidamente para evitar la pérdida de humedad y se fracciono6 en recipientes adecuados
para los diferentes andlisis que se conservaron a -18°C hasta la realizacion del analisis.
Para cada variedad se realizaron las mismas determinaciones fisicoquimicas y de

composicion que las citadas para los quesos de calibracion.

[11.2. Metodologias analiticas utilizadas

A continuacion se brindan en forma detallada las metodologias analiticas

empleadas para determinar los distintos parametros fisicoquimicos de los quesos.
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111.2.1. Humedad

Se determind por secado de la muestra en estufa a 102 + 1°C hasta pesada
constante, de acuerdo a la metodologia de la Federacion Internacional de Lecheria
(Norma 4A, FIL-IDF, 1982).

En primer lugar, se colocd aproximadamente 25 g de arena y una varilla de
vidrio (para mezclar) en un cristalizador de vidrio, el que se coloco en estufa a 102 +
1°C por 1 hora y se pesd. Luego, se agregd rapidamente una muestra de
aproximadamente 3 g de queso y se pesd nuevamente (peso exacto). La misma se
disgreg6 con ayuda de la varilla y se coloc6 nuevamente en estufa a 102 + 1°C durante
aproximadamente 2 h y luego se peso. El procedimiento se repitidé 1 hora mas y luego
hasta pesada constante (diferencia entre dos pesadas sucesivas no mayor a 0,5 mg).
Finalmente, se registr6 el peso del cristalizador con la muestra seca, y se calculd el

contenido de humedad de acuerdo a la siguiente expresion:

%Humedad (p/p) = ml —m2 x100

ml —m0

m0: peso (g) del cristalizador con arena y varilla.

m1: peso (g) del cristalizador con arena, varilla y muestra htimeda.

m2: peso (g) del cristalizador con arena, varilla y muestra luego del secado.

El contenido de extracto seco se calcula de acuerdo a la siguiente expresion:

%Extracto seco (p/p) = m2 —m0 x100

ml —m0
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[11.2.2. Materiagrasa

El contenido de materia grasa en el queso se determind por el método
butirométrico de Gerber-Van Gulik (ISO 3433, 1975), empleando el butirometro para
queso segun van Gulik.

Se coloco 15 ml de 4cido d °1,52 en el butirometro, que debe estar cerrado en el
extremo de la escala. Se pesé a continuacion aproximadamente 3 g de queso (peso
exacto) en la copita de vidrio perforado y se introdujo en el butirometro. El butirometro
cerrado se colocd en un bafo maria a 70-80°C con la escala hacia arriba y se agit6 hasta
que el queso quede completamente disuelto. Después se afiadié 1 ml de alcohol amilico
a través de la abertura de la escala y acido sulfurico aproximadamente hasta la marca
del 15% de la escala. Se cerro, se mezclo y se reguld la temperatura durante 5 minutos
en el bafio maria a 65 °C, se centrifugd durante 5 minutos, se llevoé nuevamente a 65 °C
y se realizd la lectura del contenido en grasa en el extremo inferior del menisco. Este
valor se utiliz6 para el calculo de la materia grasa en el extracto seco del queso, segun la

siguiente formula:

%Materia grasa en el extracto seco (p/p) = [(Lx 3)/m] x100
ES

L: lectura del butirometro.
3: peso (g) de queso para el cual esta graduado el butirometro para dar el %.
m: peso (g) de muestra (~ 3g).

ES: contenido de extracto seco del queso.
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I11.2.3. Nitrogeno total

El contenido de Nitrogeno total se determin6 mediante el método de Kjeldahl de
acuerdo a la Federacion Internacional de Lecheria (Norma 20B, FIL-IDF, 1993).

Se pes6 aproximadamente 0,3 g de queso (peso exacto) y se colocaron en un
tubo de digestion. Se adiciond aproximadamente 3,5 g de sulfato de potasio, 105 mg de
diéxido de titanio y 10 ml de &cido sulfurico concentrado. Para la mineralizacion de la
muestra, se utilizd una unidad digestora para seis tubos, con sistema de aspiracion de
humos (Digestiéon System 6 - 1007 Digester, Tekator, Suecia). La muestra se digirid
hasta que el liquido se torn6 transparente y limpido. Luego se procedio a la destilacion
en un destilador automatico (BUCHI, Distillation Unit B-324, Suiza). A la muestra
digerida se le adicionaron gotas de fenoftaleina (1% p/v en alcohol etilico 96%: agua
1:1) y se coloco en el destilador. Se agregaron automaticamente 70 mL de hidréxido de
sodio (40% p/v) para alcalinizar el medio y se inici6 la destilacion por arrastre con
vapor. El destilado se recogié en un erlermeyer conteniendo 50 mL de acido boérico
(4% p/v) y gotas de un indicador compuesto por azul de metileno (0,1% p/v) y rojo de
metilo (0,15% p/v) en alcohol etilico 96% (viraje a pH 4,65). Finalmente, se realiz6 la
titulacion en forma manual del borato de amonio formado, con una solucidon valorada de
acido sulfurico 0,1 N hasta viraje del indicador.

El contenido de nitrogeno total (NT) y de proteina total (PT) en las muestras,

expresados como porcentajes, se calcularon mediante las siguientes expresiones:

%Nitrogeno total (p/p) = Viacido x Nacido x 0,014 Nitrogeno x 100

%Proteina total (p/p) =fx NT
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Vacido: volumen (ml) de la solucion de acido sulftrico 0,1 N gastado en la titulacion.
Nacido: normalidad de la solucion de acido sulfurico.

0,014: peso equivalente de Nitrégeno (g/meq).

m: peso (g) de la muestra de queso utilizado en el analisis.

f: 6,38, para convertir %Nitrégeno en %Proteina.

111.2.4. pH

Para la determinacion de pH en las muestras de queso se utiliz6 un peachimetro
Orion (Orion Research Incorporated, Estados Unidos), provisto con un electrodo
combinado (vidrio y calomel). Se prepar6 una suspension de 10g de queso y 10 mL de

agua destilada y se realizo la lectura por inmersion del electrodo en dicha suspension

(Fox y McSweeney, 2004b).

[11.2.5. Fraccionamiento de Nitrégeno

La técnica se basa en la utilizacion de distintos agentes precipitantes de manera
de realizar un fraccionamiento de los compuestos nitrogenados, a partir de un extracto
crudo del queso en agua o solucion tamponada, determinandose luego el nitrogeno en
cada fraccion mediante el método de Kjeldahl antes descripto (Gripon y col., 1975,
Bernal y col., 2001).

Se realizd una suspension del queso en citrato de sodio. Para ello, se tomo
aproximadamente 10 g (peso exacto) de la muestra y se homogeneiz6 en mortero con 20
ml de solucion de citrato de sodio 0,5 M. La suspensioén se trasvasd a un vaso de
precipitado adicionando agua destilada hasta completar un volumen de
aproximadamente 90 mL, se agregd gota a gota una soluciéon de HCI (20% v/v) bajo

agitacion magnética hasta alcanzar un pH de 4,6. Luego, se centrifugé a 900 rpm
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durante 10 minutos, con lo que se obtuvieron dos fracciones, una soluble y otra
insoluble.

La fraccidon insoluble se destind al analisis de electroforesis, reservandose este
residuo a -18°C hasta el momento de su realizacion.

La fraccion soluble se trasvaso a un matraz de 100 mL, se diluyé hasta dicho
volumen y se homogeneizo.

a) Nitrogeno soluble a pH 4,6 (NS-pH 4,6): se tomo6 una alicuota de 10 mL de la
fraccion soluble para determinar el contenido de nitrogeno por el método de Kjeldahl,
realizando la digestion, destilacion y titulacion de forma similar a lo detallado en el
analisis de nitrégeno total.

Para el calculo del porcentaje de NS-pH 4,6 en las muestras se utilizd la

siguiente expresion:

%NS-pH4,6 (p/p)= Vacido x Nacido x 0,014 Nx 100 x 100

Valicuota m

Vacido: volumen (mL) de la solucién de acido sulfurico gastada en la titulacion.
Ndcido: normalidad de la solucion de 4cido sulftrico.

0,014: peso equivalente de nitrogeno (g/meq).

Valicuota: volumen de fraccion soluble utilizado para la digestion = 10 mL.

m: peso (g) de muestra.

b) Nitrogeno soluble en dcido tricloroacético (NS-TCA): para la determinacion

de esta fraccion se tomo una alicuota de 15 mL de la fraccion soluble, se colocod en un

vaso de precipitado y se adicionaron lentamente y bajo agitacion 15 mL de acido
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tricloroacético (TCA) al 24%. Se dejo en reposo durante 30 minutos y se filtro sobre
papel Whatman N° 42. Finalmente, se tomaron 20 mL para la determinacion del
contenido de nitrogeno por el método de Kjedahl.

Para el célculo del porcentaje de NS-TCA en las muestras se utilizo6 la siguiente

expresion:

%NS-TCA (p/p) = Vicido x Nacido x 0,014 N x Vtotal x 100 x 100

Valicuota Vit m

Vtotal: volumen total obtenido al mezclar una alicuota de la suspension del queso y la
solucion de TCA 24% (30 mL).
Valicuota: volumen utilizado para la digestion (20 mL).

V't: volumen de la fraccion soluble utilizado para la precipitacion con TCA (15 mL).

¢)Nitrogeno soluble en dcido fosfotungstico 2,5% (NS-PTA): esta es la tltima
fraccion que se analizd, para lo cual se tom6 una alicuota de 25 mL de la fraccion
soluble a pH 4,6 que se colocd en un tubo de 50 mL de capacidad, se adicionaron 12,5
mL de é4cido sulftrico 25% v/v, y se agit6. Luego se adicionaron 12,5 mL de acido
fosfotungstico (PTA) 10% p/v, se volvid a agitar, y se dejo en reposo durante 24 h en
heladera (5°C). Posteriormente, se filtr6 y se tomaron 30 mL del filtrado para la
determinacion del contenido de nitrogeno por Kjedahl.

Para el calculo del porcentaje de NS-PTA en las muestras se utilizo la siguiente

expresion:
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%NS-PTA (p/p) = Vicido x Nacido x 0,014N x Vtotal x 100 x 100

Valicuota Vi m

Vtotal: volumen total obtenido al mezclar una alicuota de la fraccion soluble y la
solucion de 4cido sulftrico y PTA (50 mL).
Valicuota: volumen utilizado para la digestion (30 mL).

V't: volumen de fraccion soluble utilizado para la precipitacion con PTA (25 mL).

Las tres fracciones de Nitrogeno obtenidas en las muestras de queso fueron

expresadas como porcentaje del Nitrogeno total.

[11.2.6. Electroforesis (Urea-PAGE)

El residuo insoluble a pH 4,6 se analiz6 por electroforesis. Esta fraccion esta
compuesta principalmente por las caseinas nativas sin degradar y los grandes péptidos
producidos por la actividad proteolitica del coagulante y la plasmina (Ardd, 1999,
Zalazar y col., 2004). En consecuencia, esta técnica es ampliamente utilizada para
monitorear la proteodlisis primaria en los quesos. Especificamente, la caseina-osl
residual es un buen indicador del nivel general de proteolisis en quesos relativamente
jovenes (Fox, 1993).

En este trabajo, por lo mencionado anteriormente, se determiné la relacion CN-
asi-I/(CN-ag; + CN-o0gi-I) en las muestras de queso Cremoso, ya que es la Unica
variedad estudiada con periodo de maduracion relativamente corto.

La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida con agregado de urea
(Urea-PAGE por sus siglas en inglés), ya que esta adicion disocia las distintas caseinas

de la micela, permitiendo la separacion de las mismas segiin su carga y masa (Upadhyay
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y col., 2004). El ensayo se realizoO en una cuba vertical Mini-Protean II (BioRad
Laboratorios, California, Estados Unidos), utilizando un sistema de gel discontinuo
(Andrews, 1983). Se utiliz6 una concentracion del gel de apilamiento (o concentrador)
igual a la descripta por Andrews (1983) (4% p/v), mientras que la concentracion del gel
separador utilizada fue 7,5% menor que la propuesta por dicho autor para el analisis de
leche (12% p/v), debido a que en quesos la concentracion de proteinas de suero es
despreciable (Ng-Kwi-Hang y Kroeker, 1984). Los geles de apilamiento y de separacion
se prepararon mezclando una soluciéon madre de acrilamida-bisacrilamida 30,8% p/v
con buffer Tris-HCl 0,5 M de pH 6,8 y con buffer Tris-HCl pH 8,8 y urea
(concentracién en el gel 7,5 M), respectivamente. Se utilizé una soluciéon de persulfato
de amonio al 10% p/v, preparada inmediatamente antes de su uso, y N, N, N’, N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) como iniciador y catalizador, respectivamente, de la
reaccion de polimerizacion del gel de acrilamida-bisacrilamida.

Se sembraron 15 plL de muestra que se prepard disolviendo 9-10 mg del residuo
insoluble a pH 4,6 en 1 mL de buffer compuesto por Tris 0,5 M pH 6,8, urea
(concentracion final en el buffer: 7,5 M) y una punta de espatula de azul de bromofenol.

Las corridas electroforéticas se realizaron en medio alcalino, utilizando como
buffer de corrida Tris-glicina pH 8,3, con voltaje constante de 150 Volt, intensidad
maxima de 45 mA y potencia de 6,75 Watt. La finalizacion de la corrida se determind
por la llegada del frente de avance al final de la placa, lo que se evidencia por el
colorante azul de bromofenol agregado a la muestra.

Para el revelado de las bandas de proteinas, los geles se sumergieron durante 1
hora en una solucion de colorante Coomasie Blue G-250 0,2% p/v en acido acético,

etanol y agua (1,6:4:4). Luego se procedié a eluir el exceso de colorante mediante

61



Materiales y Métodos

repetidos lavados con solucion decolorante, compuesta por acido acético, etanol y agua
(1:2,5:6,5), hasta obtener una clara resolucion.

Los geles de electroforesis se cuantificaron mediante un densitdmetro Minidensit
(SEAC®, Italia) a 632 nm. Por cada banda electroforética se obtuvo una curva y se
consider6 lineal la relacion entre el area bajo la curva y la concentracion de la banda.

Con los resultados de esta cuantificacion se calcul6 la siguiente relacion:

CN—O!S]—I
(CN-o05; + CN- as;-1)

CN-as;-1: concentracion de la banda electroforética correspondiente a la CN-ois;-1.

CN-as;: concentracion de la banda electroforética correspondiente a la CN-as;.

111.2.7. Amonio

El amonio se produce principalmente en las ultimas etapas del proceso de
maduracion de un queso. Es generado por diferentes vias a partir de la degradacion de
proteinas del queso, por el catabolismo de aminodcidos como producto de sus
reacciones de desaminacion, por lo que puede ser un parametro adicional para controlar
la maduracion de quesos. Esta presente en mayor cantidad en quesos con periodos de
maduracion prolongados, como los correspondientes a los quesos duros y en otros como
los madurados con hongos (Fox, 2003).

Para determinar el contenido de amonio en las muestras de quesos se utilizé un
método colorimétrico. El mismo se basa en la clasica reaccion de Berthelot en la cual el
amonio reacciona con fenol e hipoclorito de sodio para dar azul de indofenol, siendo la

absorbancia de este colorante proporcional a la concentracion de amonio. Con este
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proposito se utilizaron los reactivos provistos por el equipo comercial de Wiener Lab.
para la determinacion de uremia en analisis clinicos (Wiener Laboratorios S.A.I.C.,
Rosario, Argentina), que se selecciond por su bajo costo, facil preparacion y alta

estabilidad.

111.2.7.1. Optimizacion de la metodologia colorimétrica

Para la aplicacion de la reaccion de Berthelot a muestras de quesos se adaptaron
las condiciones empleadas para otros alimentos (Bernal y col., 2000a y 2000b; Bernal y
Perotti, 1998; Perotti y Bernal, 2003).

Esta reaccion se desarrolla en medio alcalino y es altamente influenciada por el
pH atn en ese medio, siendo su rango de pH optimo 11,2 — 12. Para muestras con
ausencia de materia organica, la temperatura y el tiempo con la que se obtienen los
maximos valores de absorbancia son de 37°C/1 h y de 55°C/15 min, siendo mas
apropiado trabajar en estas ultimas condiciones para acortar los tiempos de reaccion
(Bernal y col., 2000a y 2000b). Sin embargo, para muestras con sustancias organicas se
observd que a mayor temperatura se formaba el producto coloreado y luego desaparecia,
o que directamente no se formaba (sustancias reductoras del azul de indofenol), por lo
que fue necesario realizar la reaccion a menor temperatura y mayor tiempo por la
presencia de estas interferencias. Por este motivo, para el analisis de este tipo de
muestras se eligié como combinacion de temperatura-tiempo de reaccion 25°C/1 h y
realizar la lectura espectrofotométrica dentro de los 30 minutos posteriores, ya que
dichas condiciones logran minimizar el efecto de las interferencias (Bernal y Perotti,
1998).

Para aplicar esta metodologia colorimétrica a muestras de quesos se debe

realizar una suspension acuosa del mismo y su posterior clarificacion, de manera de
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lograr un extracto limpido en el cual el amonio a analizar se encuentre en solucion. Los
reactivos clarificantes seleccionados fueron sulfato de zinc e hidréxido de sodio, dado
que no interfieren en esta reaccion (Bernal y Perotti, 1998).

Para comprobar la existencia de sustancias organicas en las muestras de quesos y
la incidencia de las mismas en la reaccion, se realizé la siguiente experiencia. Se trabajo
con una muestra de queso duro de largo tiempo de maduracion, y por lo tanto con
mayor contenido de sustancias organicas solubles. Para el tratamiento de muestra se
peso aproximadamente 5 g de queso, se agregd 30 mL de agua destilada a 50°C y se
disgregd totalmente con la ayuda de una varilla de vidrio. Se agregaron 2,5 mL de
ZnSO4 . 7 H,O (12g/100 ml), se agitd y se dejé en reposo unos minutos, y se
adicionaron 5 mL de NaOH (1,25 g/100 ml), se agit6 y se dejo en reposo. Se agregod
agua destilada hasta completar un volumen de 100 mL, se homogeneizo y luego de unos
minutos se filtr6 con papel. De esta manera se consiguié eliminar las proteinas y la
materia grasa, quedando en solucién el amonio a analizar junto a otros compuestos
solubles. Con este extracto se procedio a realizar la reaccion de la siguiente manera:

En tubos de ensayo se adicionaron cantidades crecientes del extracto de queso
(de manera de aumentar la concentracion de sustancias posiblemente interferentes) a un
volumen constante de solucion estdndar de amonio. Se complet6 el volumen a 10 ml
con agua destilada y se homogeneiz6. Se agregd 1 mL de reactivo 1, se agitd y luego 1
mL de reactivo 2 y se agité nuevamente. Se dejo reaccionar a 25°C durante 1 hora, y
dentro de los 30 minutos posteriores se realizd la lectura en espectrofotometro a 630
nm, contra blanco de reactivos.

El disefio de la experiencia y los valores obtenidos se observan en el siguiente

cuadro.
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Disefio dela experiencia 1y resultados obtenidos

Ensayos
2 3 4 5 6 7

Volumen (ml) de solucion
estandar de amonio 0,5
(7,39 ug/ml)

0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Volumen (ml) de muestra
(extracto de queso)

0,2 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Absorbancia

leida 0,531 0,204 0,720 0,550 0,282 0,220 0,182
Absorbgnma . — 0,735 0,939 1,143 1,347 1,551
prevista

Contenido de N 3,695 1415 5110 6,524 7,939 9354 10,765

(ugN)

Los valores de absorbancia previstos se calcularon teniendo en cuenta la

absorbancia de la solucion estdndar para 0,5 ml (Ensayo 1, Abs. = 0,531), a la que se le

adiciond la absorbancia correspondiente a la cantidad de extracto agregado en cada

ensayo, teniendo en cuenta el valor obtenido para 0,2 ml (Ensayo 2, Abs. = 0,204). La

cantidad de amonio se calculd adicionando al valor de la solucion estandar de 3,695

ugN, el valor correspondiente a la cantidad de extracto empleado en cada ensayo,

teniendo en cuenta el valor calculado para 0,2 ml del mismo. Este valor se calcul6 con

las absorbancias obtenidas para los Ensayos 1 y 2 segin la siguiente expresion,

suponiendo la ausencia o minima presencia de interferencias para 0,2 ml:

ug N para 0,2 ml de extracto =

3,695 ugN x Abs. del extracto (para 0,2 ml)

Abs. solucion estandar (para 0,5 ml)

En la Figura III.2 se presentan los valores de absorbancia obtenidos

experimentalmente (Curva 1) y los valores tedricos previstos (Curva 2), en funciéon del

contenido de amonio.
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Figuralll.2. Influencia del contenido de interferencias en la reaccion de Berthelot.
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Como se observa en la figura, la curva experimental no coincidi6é con la teorica,
ya que al incrementarse la cantidad de muestra disminuy6 la concentracion de azul de
indofenol. De esta manera se verifica no sélo la existencia de interferencias, sino
también se observa la necesidad de realizar la reaccion con baja cantidad de muestra
para disminuir la incidencia de las mismas.

Por otro lado, se realizaron dos curvas de calibrado con solucion estandar de
amonio, y a una de ellas se le adicion6 un volumen constante del extracto de queso
utilizado en la experiencia anterior, para el que se eligié la menor cantidad ensayada
(0,2 ml). La reaccion se realizd de la misma manera que como se detalld anteriormente.

El disefio de la experiencia y los valores obtenidos se observan en el siguiente cuadro.
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Disefio de la experiencia 2 y resultados obtenidos

Ensayos
1 2 3 4 5 6
Volumen (ml) de solucion
estandar de amonio
(7.39 ug/ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
*)
Volumen (ml) de muestra
(extracto de queso) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
(**)
Absorbancia leida — 0221 0439 0,633 0831 1,033
(Curva 1)
Absorbancia leida 0,204 0338 0482 0,619 0,802 0,900
(Curva 2)
Absorbancia prevista 0,204 0,425 0,643 0837 1,035 1,237
(Curva 3)
Contenido de N
presente en la solucion 0 1,478 2,956 4,434 5912 7,390
estandar(ugN)

(*) solucion utilizada para la realizacion de las curvas de calibrado 1y 2.
(**) solucidn de extracto de queso adicionado a la solucion estdndar para la
realizacion de la curva de calibrado 2.

Los valores de absorbancia previstos se calcularon teniendo en cuenta la
absorbancia del extracto para 0,2 ml (Ensayo 1 de la curva 2, Abs. = 0,204), a la que se
le adicion¢ la absorbancia correspondiente a la cantidad de solucion estandar agregada
en cada ensayo de la curva 1.

En la Figura III.3 se presentan los valores de absorbancia obtenidos
experimentalmente (Curvas 1y 2) y los valores teéricos previstos (Curva 3), en funcion

del contenido de amonio proveniente de la solucion estandar.
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Figuralll.3. Curvas de calibrado para la determinacion de amonio en quesos.
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(—): Curva de calibrado 1
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obtenida experimentalmente (Curva 2)

(---): Curva de calibrado con adicion de extracto de queso
calculada teéricamente (Curva 3)

Como se observa en la Figura III.3 las curvas 1 y 2 presentaron buena
correlacion. Sin embargo, a pesar de que se utilizo en la realizacion de la curva 2 una
baja cantidad de extracto, ain se detectd presencia de interferencias, lo que se observo
en la disminucion de la pendiente. Por lo tanto, para el célculo de la concentracion de
amonio en las muestras de quesos debido a que la matriz interfiere en la deteccion, no se
puede emplear la curva de calibrado (calibracion externa), sino que se debe trabajar con
adicion estandar (Miller, 2002).

Por otro lado, es de destacar que al incrementarse la maduracioén en los quesos
aumentan las interferencias, por lo que es conveniente realizar la reaccion colorimétrica
con la menor cantidad de extracto. Esto es posible debido a que se incrementa la
concentracion de amonio durante el periodo de maduracion, permitiendo de esta manera

reducir el tamafio de muestra. Para las variedades Cremoso y Pategras utilizadas en este
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trabajo se empled 200 ul del extracto, y para la variedad Reggianito se utiliz6 menor
cantidad, 100 ul.
A continuacioén se describe la técnica analitica con adicién estandar, que se

empled para determinar el contenido de amonio de los quesos.

Técnica de analisis vy expresion de resultados

Tratamiento de muestra: se pes6 aproximadamente 5 g de queso, se agregd 30
mL de agua destilada a 50°C y se disgrego6 totalmente con la ayuda de una varilla de
vidrio. Se agregaron 2,5 mL de ZnSO,.7 H,O (12g/100 ml), se agitd y se dejoé en reposo
unos minutos, y se adicionaron 5 mL de NaOH (1,25 g/100 ml), se agit6 y se dejo en
reposo. Se agregd agua destilada hasta completar un volumen de 100 mL, se
homogeneizd y luego de unos minutos se filtré con papel.

Reaccion colorimétrica: En un tubo de ensayo se colocaron 100 6 200 pL del
filtrado y en paralelo en otro tubo se agregd el mismo volumen de filtrado y 200 pL de
una solucion estandar de NH4Cl (aprox.1,5 pgN). Se completo a 10 mL con agua
destilada, se agregd6 1 mL de reactivo 1, se agité y luego 1 mL de reactivo 2 y se agito
nuevamente. Se dejo reaccionar a 25°C durante 1 hora y se realizé la lectura en
espectrofotometro a 630 nm contra blanco de reactivos, dentro de los 30 minutos
posteriores al tiempo de reaccion.

Para el calculo de las ppm de amonio presente en las muestras se utilizd la

siguiente expresion:

ppm NHy (como N)= AdixXpxV
AA xVfx P
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Ai: Absorbancia de la muestra.
Xp: cantidad de N en pg en el volumen de solucion estandar adicionada (~ 1,5).
V: volumen en mL de solucidn clarificada, 100.
AA: diferencia de absorbancias entre la muestra y la muestra con adicion estandar.
Vf: volumen en mL de extracto usado en la reaccion colorimétrica, 0,1 6 0,2.
P: peso de muestra en g.
El contenido de NHy4 en las muestras de queso fue expresado como porcentaje

del Nitrogeno total.

[11.2.8. Andlisis sensorial

Se llevé a cabo una evaluacion sensorial al final de la maduracion de los quesos
de calibracion para establecer si sus caracteristicas organolépticas generales
correspondian a las tipicas de su variedad de acuerdo a las regulaciones (Curso Taller
evaluacion sensorial, 2007).

Se realiz6 una prueba sensorial del tipo descriptiva con un panel no entrenado.
En la misma se evaluaron los siguientes atributos sensoriales: aroma, textura, sabor,
sabor residual y aspecto general.

En cada sesion de evaluacion se entregd a los panelistas las muestras de quesos a
analizar en forma de cufia, de manera que esté¢ contemplado el centro y la zona mas
periférica del mismo, junto con una cartilla en la cual se definieron los atributos
sensoriales de la variedad de queso estudiada. Es decir que para cada atributo a analizar,
se indico cual seria la situacion ideal o de referencia. En las Tablas I11.1, I11.2 y IIL.3 se
presentan las cartillas entregadas a los panelistas con las caracteristicas sensoriales
ideales para queso Cremoso, Pategras y Reggianito, respectivamente. Ademas se

entregd una planilla por muestra, en la cual los evaluadores debieron indicar el resultado
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de la evaluacion para cada atributo en una escala numerada de 1 a 10, siendo 10 el
puntaje maximo (correspondiente a la referencia). En la Figura III.5 se muestra la
planilla utilizada para la evaluacion de las muestras.

Luego se procedié a medir la calificacion dada por el evaluador en cm y se
calculd el puntaje sensorial total con la siguiente expresion (Perez Villarreal y col.,

2000):

Puntajetotal = X nj x Bj
nj: ponderacion del j-€simo atributo
Bj: puntaje obtenido en la escala numerada para el j-€simo atributo.

La ponderacion de cada atributo fue determinada de acuerdo a la importancia del
mismo en la calidad sensorial global de cada variedad de queso.

* Para queso Cremoso: nj= 1 para aroma y sabor residual, 2 para aspecto
general y 3 para textura y sabor, resultando para la referencia un puntaje sensorial total
=100.

* Para queso Pategras: nj= 1 para aroma y sabor residual, 2 para textura 'y 3
para aspecto general y sabor; resultando para la referencia un puntaje sensorial total
=100.

* Para queso Reggianito: nj= 2 para aspecto general, textura 'y sabor residual, 3

para aroma 'y sabor, resultando para la referencia un puntaje sensorial total =120.

Se considero6 aceptable para ser considerado como queso tipico de cada variedad,
cuando se obtuvo un puntaje sensorial total > 50 para las variedades Cremoso y Pategras

y > 60 para la variedad Reggianito (Perez Villarreal y col., 2000).
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Tabla I11.1. Caracteristicas sensoriales ideales de aroma, aspecto general, textura, sabor

y sabor residual para queso Cremoso.

Atributo Caracteristica ideal (puntaje 10)
e acrema/manteca/leche/diacetilo
e ligeramente acido
Aroma
(olfato) ® 1no mu}./ penetrante
e ausencia de aroma a hongos (pan) y levaduras (frutado)
e ausencia de aromas extrafios
e elastico
e blando
Aspecto gral. ® Cremoso
(visual) e color blanco o ligeramente amarillento, uniforme
e ausencia total de ojos
e sin expulsion de suero
Textura e blanda al corte, a la presion y a la masticacion
(visual y al e cremosa
tacto) e ausencia total de textura rigida, granulosa o quebradiza
e acrema/manteca/leche/diacetilo
e salado intermedio
Sabor } g
e ligeramente acido
e limpio (ausencia de gustos raros) y consistente
e agradable
Sabor residual e 1o muy persistente
e suave

72



Materiales y Métodos

Tabla I11.2. Caracteristicas sensoriales ideales de aroma, aspecto general, textura, sabor

y sabor residual para queso Pategras.

Atributo Caracterigtica ideal (puntaje 10)
e acrema/manteca/leche/diacetilo
Aroma e aac. propionico
(olfato) e muy suave
e limpio (ausencia de aromas extrafos)
Aspecto gral. e color amarillo/amarillento, uniforme
(visual) e ausencia de quebraduras y defectos mecanicos
Textura e firme pero elastica
(visual y al tacto) o lisa
e dulce
Sabor e ligeramente picante
e salado medio
e agradable-suave
Sabor residual * nomuy intenso
e ligeramente pastoso
e o granuloso
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Tabla I11.3. Caracteristicas sensoriales ideales de aroma, aspecto general, textura, sabor

y sabor residual para queso Reggianito.

Atributo Caracteristicaideal (puntaje 10)
genuino a queso duro, no a Pategras, no a Cremoso, con
Aroma personalidad
(olfato) suave aroma a lip6lisis

ligeramente picante

Aspecto gral.

color ligeramente amarillento, uniforme
ausencia de grietas, rajaduras y 0jos

(visual) .
apariencia granulosa
Textura granulosa
(visual y al quebradiza
tacto) granulosa al corte desgarrante
ligeramente picante
Sabor medianamente salado
sabor granuloso con probable presencia de cristales
Sabor persistente
residual agradable
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Figuralll.4. Planilla utilizada en la evaluacion sensorial de las muestras de quesos.
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I11.3. Analisis estadistico

Los datos obtenidos del analisis de los guesos de calibracion se organizaron en
forma matricial compuesta por # filas y p columnas, siendo # el nimero de muestras de
calibracion y p el nimero de variables o parametros fisicoquimicos y de composicion.

Esta matriz se sometid a un analisis exploratorio preliminar univariado y multivariado y
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luego se aplico regresion multivariada para obtener los modelos de prediccion para cada

variedad de queso.

[11.3.1. Andlisis univariado

En primer lugar, los resultados obtenidos para los quesos de calibracion se
analizaron en forma univariada. Se estudiaron las evoluciones de cada variable
(parametros fisicoquimicos) con el tiempo de maduracion, mediante aplicacién de
regresion lineal simple (RLS) y se realizo el analisis de variancia de la regresion
(ANOVA) para evaluar si existia una relacion lineal significativa entre el tiempo el
maduracion y cada uno de los parametros fisicoquimicos estudiados. Una relacion lineal
significativa indicaria la apropiada utilizacion de dicha variable como predictora del
tiempo de maduracion en el modelo buscado. Este andlisis permitié observar ademas la
presencia de datos anormales o atipicos.

Este analisis estadistico se realizd6 usando el software Statgraphics Plus 3.0

(Manugistics, Inc., Rockville, MD, USA).

111.3.2. Andlisis multivariado

La matriz completa fue analizada con técnicas estadisticas multivariadas
exploratorias, mediante aplicacion de analisis por componentes principales (PCA) y
analisis discriminante (DA). El objetivo de estos andlisis fue una mejor interpretacion

de los datos antes de la aplicacion de las técnicas de regresion.
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111.3.2.1. Andlisis por Componentes Principales (PCA)

Este andlisis se realizd con el objetivo de observar si las variables estudiadas
generaron la separacion de las muestras segun el tiempo de maduracién y determinar
cuales de estas variables influyeron en la misma. Ademas permite observar como se
relacionan las variables entre si y la presencia de datos anormales o atipicos.

El PCA consta de cuatro etapas caracteristicas: el calculo de la matriz de
correlaciones (R) entre pares de variables y su analisis, la extraccion de los factores, la
rotacion de la solucion para facilitar la interpretacion de los mismos y la estimacion de
las puntuaciones de las muestras en las nuevas dimensiones.

Uno de los requisitos que debe cumplirse para que resulte adecuado aplicar este
analisis sobre la matriz de datos es que las variables estén altamente correlacionadas. En
consecuencia, la primera etapa fue calcular la matriz de correlaciones entre las variables
consideradas, compuesta por los coeficientes de correlacion de Pearson entre cada par
de variables, la que seria deseable que tenga elevados coeficientes. Luego, la misma fue
examinada para comprobar que sus caracteristicas son adecuadas para realizar este tipo
de analisis. Ademas se realizaron otros métodos para comprobar el grado de asociacion
entre las variables, como el calculo del determinante de la matriz de correlaciones, el
test de esfericidad de Bartlett, el indice KMO de Kaiser-Meyer-Olkin y el calculo de las
correlaciones parciales.

En la segunda etapa del analisis, denominada fase de extraccion de los factores,
se decidid en qué matriz de datos basar el analisis (matriz de varianzas-covarianzas o
matriz de correlaciones), qué modelo factorial utilizar y cudntos factores deben
extraerse. El analisis se basé en la matriz de correlaciones, que estandariza las variables
a media cero y desviacion estandar uno, lo cual es indicado cuando las variables tienen

distintas escalas de medicion como es lo que sucede en este trabajo (Borgognone y col.,
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2001). Con respecto al modelo factorial a utilizar, se eligi6 componentes principales, el
cual descompone directamente la matriz de correlaciones re-escalada en autovalores y
autovectores. El nimero de factores extraidos fue de acuerdo a la regla de Kaiser (se
extraen los factores cuyos autovalores son mayores que la unidad), pero también se tuvo
en cuenta las comunalidades obtenidas con esta extraccion. Es decir, si el nimero de
factores obtenidos es suficiente para explicar la mayor proporcion de varianza de cada
variable incluida en el analisis.

Luego se obtuvo una solucion factorial rotada de manera de obtener una
estructura factorial mas simple: variables que carguen, a ser posible, en un tnico factor
de manera de facilitar la interpretacion de los resultados.

Por ultimo, una vez alcanzada la solucion factorial final, se calcularon las
puntuaciones de las muestras en cada uno de los componentes extraidos. Con estas se
obtuvieron los grdficos de scores y se observo si se generaron agrupamiento de las
muestras segun el tiempo de maduracion. Ademas se analizaron las cargas factoriales de
manera de encontrar los grupos de variables homogéneos formados (variables que
carguen alto en un mismo factor) y relacionar los agrupamientos encontrados en las
nuevas dimensiones con las variables originales.

Este andlisis estadistico fue realizado usando el software SPSS 10.0 (SPSS Inc.,

Chicago, Estados Unidos).

111.3.2.2. Andlisis Discriminante (DA)

Se aplico andlisis discriminante con el objetivo de validar los agrupamientos
observados visualmente en el PCA.

El DA se basa en el calculo de funciones discriminantes que ayudan a predecir a

la variable de clasificacion a partir de otras variables cuantitativas. En este caso las
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variables independientes fueron los factores extraidos en el PCA y el tiempo de
maduracion el factor de clasificacion. Estas funciones fueron utilizadas para clasificar a
las muestras en grupos predefinidos de acuerdo a su tiempo de maduracion. La funcion
discriminante con p-valor < 0.05 es estadisticamente significativa con un 95% de nivel
de confianza.

A partir de esta ecuacion se calcula el score discriminante para cada muestra y
luego los individuos son clasificados en el grupo para el cual tienen el mejor puntaje.
Esto se expresa en términos del porcentaje de casos correctamente clasificados.

Este analisis estadistico fue realizado usando el software Statgraphics Plus 3.0

(Manugistics, Inc., Rockville, MD, USA).

111.3.3. Analisisde regresion

Debido a que las variables medidas en el presente trabajo presentan
multicolinealidad y el propodsito esencial radica en obtener modelos matematicos para
predecir la variable respuesta (tiempo de maduracion), la regresion PLS fue el método
estadistico elegido para obtener dichos modelos de prediccion.

Se aplico regresion PLS sobre la matriz de datos obtenida para los quesos de
calibracion con el objeto de obtener un modelo matematico que sirva para predecir el
tiempo de maduracion para cada variedad de queso estudiada.

Esta técnica de regresion multivariada en primer lugar fue aplicada a todas las
muestras de quesos y mediante validacion cruzada, un método de validacion interna, se
evaluo el nimero 6ptimo de factores.

Luego la matriz de datos fue dividida por seleccion aleatoria en muestras de

calibracion y muestras de validacion externa. Las muestras de calibracion fueron usadas

79



Materiales y Métodos

para estudiar la relacion entre el tiempo de maduracion y los pardmetros fisicoquimicos
con el objetivo de obtener el modelo de prediccion, utilizando la siguiente ecuacion:
n
t=Db0 + X bj xj
j=1

donde t fue el tiempo de maduracion, xj fueron los parametros fisicoquimicos, y
b0 y bj los coeficientes de regresiéon en el modelo que se estiman en la etapa de
calibracion.

La regresion PLS utiliza un método iterativo para la determinacion de la mayor
cantidad posible de varianza en la variable respuesta por cada factor calculado. En este
método, es necesario determinar el numero de factores para el cual se logra el mejor
modelo. Una forma muy utilizada para determinarlo, es fijar el nimero de factores
significativos como aquel para el cual se produce un minimo en el error de prediccion
de la suma de cuadrados (PRESS) (Lipp, 1996).

Las muestras de validacion externa fueron utilizadas para evaluar la capacidad
predictiva de los modelos obtenidos. La calidad de los modelos de regresion fue
evaluada mediante el coeficiente de regresion (R) y la raiz del error cuadrado medio de
prediccion (RMSEP).

Este analisis se realizé aplicando el software Unscrambler 7.6, Camo, ASA,

USA.

Definiciones.:

*Coeficiente de correlacion multiple (R): en la Regresion lineal simple no es
otra cosa que el valor absoluto del coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre esas
dos variables, es decir que es el que indica el grado de relacion lineal existente entre dos

variables cuantitativas y se obtiene con la siguiente formula:
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ZXi Yi
n Sy Sy

I'xy

(x; e y; se refieren a las puntuaciones diferenciales de cada par; n al nimero de casos y S
y S, a las desviaciones tipicas de cada variable).

En la Regresion lineal multiple, R indica la bondad de ajuste de la ecuacion de
regresion obtenida. Toma valores entre 1 y -1: un valor de 1 indica una relacion lineal
perfecta positiva; un valor de -1 indica relacion lineal perfecta negativa (en ambos casos
los puntos se encuentran dispuestos en una linea recta). Su cuadrado (R?) es el

coeficiente de determinacion:

R?>=1 - Suma de cuadrados de los residuos

Suma de cuadrados total

(los residuos son las diferencias existentes entre las puntuaciones observadas y
L. . ) . .
los pronodsticos obtenidos de la recta). R” expresa el porcentaje de varianza de la

variable dependiente que esta explicada por la ecuacion de regresion.

*Cuadrado de la suma del error residual de prediccion (PRESS):

PRESS = (@i - yi)*

donde y; es el valor real y ¥;es el valor predicho de la variable dependiente en

futuras muestras

*Raiz del error cuadrado medio de prediccion (RMSEP):

RMSEP = (2(§; - yi)* / n)'”?

donde, n el numero de muestras de quesos del set de validacion.
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* Intervalo de prediccion puntual:
+t (1-: n-k-1)™ Error estandar de prediccion puntual (ESP)

donde, a= 0,05; n= numero de muestras de calibracion; k= nimero de variables

*Coeficientes de regresion no estandarizados: son los coeficientes de regresion

que contiene la ecuacidn de regresion en puntuaciones directas.

*Coeficientes de regresion estandarizados (coeficientes f): son los coeficientes
que definen la ecuacién de regresion cuando esta se obtiene tras estandarizar las
variables originales, es decir tras convertir las puntuaciones directas en tipicas. Permiten
valorar la importancia relativa de cada variable independiente dentro de la ecuacion. En
general, una variable tiene tanto mas peso (importancia) en la ecuacién cuanto mayor

(en valor absoluto) es su coeficiente de regresion estandarizado.

111.3.4. Aplicacion de los modelos

Los modelos obtenidos para cada variedad de queso se aplicaron a los quesos
comerciales correspondientes. De esta manera, se obtuvieron tiempos de maduracion
predichos para dichas muestras con tiempos de maduracion desconocidos.

Estos valores fueron comparados con los tiempos de maduracion minimos

establecidos por la legislacion.
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1IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Queso Cremoso

1V.1.1. Composicion global y evaluacion sensorial

Como ya se indic6 en la seccion de materiales y métodos, sobre los quesos de
calibracion se determind la composicién global y la calidad sensorial al final de la
maduracion con el propodsito de corroborar que los mismos poseian las caracteristicas
tipicas de su variedad y de esta forma justificar su uso para la obtencion de los modelos
matematicos.

La composicion global de los quesos Cremoso de calibracion determinada a los
30 dias de maduracion se presenta en la Tabla IV.1. También se presentan los rangos
normales de estos parametros establecidos por el CAA para esta variedad

(www.anmat.gov.ar /CAA, 2008).

Tabla IV.1. Composicioén global de los quesos Cremoso de calibracion determinada a

los 30 dias de maduracion.

Queso Y%humedad %Materia grasa en % Proteina total
el extracto seco
1 473 50,0 22,2
2 50,5 51,1 20,9
3 48,2 50,1 19,9
4 49,9 51,8 20,1
5 48,1 50,0 21,6
6 46,8 51,9 21,9
7 49,1 50,0 19,7
8 48,5 53,5 18,6

Valores normales
establecidos por la entre 46 y 55% minimo 50 % -
legislacion (CAA)

Como se puede observar, los quesos de calibracion se encontraron dentro de los

rangos reglamentarios establecidos para esta variedad.
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El nimero de panelistas que realizaron la evaluacion sensorial vario entre 11 y

18 segun la sesion de evaluacion. En la Tabla Al del Apéndice se presentan los

resultados del andlisis sensorial para todos los panelistas y todos los atributos evaluados.

En la Figura IV.1 se presentan los valores promedios de todos los evaluadores para los

atributos sensoriales evaluados.

Figura IV.1. Grafico de estrella de los valores promedios para los atributos sensoriales

evaluados en los quesos Cremoso de calibracion.

 ——
A——

SABOR" -----------—~ ‘TEXTURA

—e—Queso 1 —m—Queso 2 Queso 3 Queso 4
—%— Queso 5 —e— Queso 6 —— Queso 7 —— Queso 8

Como se puede observar el puntaje promedio obtenido para cada atributo se

encontr6 en la zona aceptable (>5) para todos los quesos de calibracion.

En la Tabla IV.2 se presentan los valores promedios obtenidos de todos los

evaluadores para los puntajes sensoriales totales y sus desviaciones estandares.
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Tabla IV.2. Puntajes sensoriales promedios y sus desviaciones estandares obtenidos

para los quesos Cremoso de calibracion.

Queso Puntaje sensorial total
1 59,6 £8,2

81,9+ 13,1

75,3 £16,8

90,3 +4,5

82,0+12,4

78,5 £ 16,1

79,6 £ 17,8

81,7+8,1

o N N Wn B~ W

Como se puede observar, todos los quesos presentaron un puntaje sensorial total
> 50, fijado en este trabajo como valor minimo para esta variedad de queso.

Por lo tanto, debido a que la composicion global y la calidad sensorial de estos
quesos se encontraron dentro de los rangos reglamentarios, se consideran a estos quesos

aptos para obtener el modelo de prediccion buscado.

1V.1.2 Evolucion de las variables fisicoquimicas con el tiempo de maduracion

Los datos obtenidos para los quesos de calibracion se organizaron en forma de
matriz, la cual estd compuesta por 28 muestras o filas y 7 variables o columnas
(%Humedad, pH, %NS-pH 4,6/NT, %NS-TCA/NT, %NS-PTA/NT, relacion CN-ag;-I

/(CN-0s; + CN-ag;-I) y contenido de amonio).

En primer lugar se analizé cada variable en forma individual como se detalla a

continuacion.
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1V.1.2.1. Humedad

En la Tabla A2 del Apéndice se presentan los valores individuales (n=28) del
contenido de humedad para los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. La
Figura IV.2 muestra la evolucion de este parametro durante la maduracion y la

aplicacion de la regresion lineal simple (RLS).

Figura IV.2. Evolucién del contenido de humedad para los quesos Cremoso de

calibracion durante la maduracion.
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tiempo de maduracion (dias)

Se puede observar una débil disminucion del %humedad con el tiempo, lo cual
es acorde con uno de los procesos de naturaleza fisica que ocurre en este periodo, la
evaporacion del agua (Zalazar y col., 2004). El muy bajo coeficiente de determinacion
obtenido (R*= 0,18) sefiala una correlacion muy pobre entre esta variable y el tiempo de
maduracion, indicando que la misma no resultaria una buena variable predictora en el
modelo buscado. La salida del software del ANOVA de la regresion se presenta en la

pagina 7 del Apéndice.

IV.1.2.2. pH
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En la Tabla A3 del Apéndice se presentan los valores individuales de pH
obtenidos para los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En la Figura IV.3
se presenta la evolucion de este parametro durante la maduracion y la aplicacion de la

RLS.

Figura IV.3. Evolucion del pH para los quesos Cremoso de calibracion durante la

maduracion.
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En dicho grafico se puede observar que los valores permanecen practicamente
constantes. El muy bajo coeficiente de determinacién obtenido (R*= 0,21) sefiala una
correlacion muy pobre entre esta variable y el tiempo de maduracion, indicando que la
misma no resultaria una buena variable predictora en el modelo buscado. La salida del

software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 9 del Apéndice.

1V.1.2.3. Fraccionamiento de Nitrogeno

En la Tabla A4 de Apéndice se presentan los valores individuales de las tres
fracciones nitrogenadas expresadas como porcentaje del nitrégeno total obtenidos en los
quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En las Figuras IV.4 (A, By C) se

presenta la evolucion durante la maduracion y la aplicacion de la RLS.
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Figura 1V.4. Evolucién del fraccionamiento de Nitrégeno para los quesos Cremoso de
calibracion durante la maduracion. A- %NS-pH 4,6/NT. B- %NS-TCA/NT. C- %NS-
PTA/NT.
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Las tres fracciones aumentaron durante el periodo estudiado, lo cual era lo
esperado debido a que estas fracciones son indices de protedlisis primaria y secundaria
(Fox, 1993). Estas tres variables presentaron una relacion lineal significativa con el
tiempo (p < 0,05), siendo los R? obtenidos muy importantes para las dos primeras (0,95
y 0,86, respectivamente) y de menor importancia para la ultima (0,63), por lo que en
consecuencia las mismas resultarian buenas variables predictoras para el modelo
buscado. El menor valor de R” obtenido para el %NS-PTA/NT est4 en concordancia con
el hecho de que la proteodlisis no es tan avanzada en quesos con periodos de maduracion
cortos. Las salidas del software del ANOVA de la regresion se presentan en las paginas

11, 12 y 13 del Apéndice.

1V.1.2.4. Anadlisis de Electroforesis (Urea-PAGE)

En la Tabla A5 del Apéndice se presentan los valores del area bajo la curva
obtenidos en la cuantificacion de las bandas electroforéticas, para los quesos de
calibracion a lo largo de la maduracion junto con el valor calculado de la relacion CN-
asi-I1 /(CN-ag; + CN- ag;-1).

La proteodlisis primaria evidenciada demostré ser muy similar para todos los
quesos analizados. A manera de ejemplo, en la Figura IV.5 se presentan los perfiles
electroforéticos obtenidos a lo largo de la maduracidon correspondiente a uno de los
quesos Cremoso, y en la Figura IV.6 la densitometria obtenida en la cuantificacion de
uno de los perfiles. Los electroforetogramas de los demds quesos resultaron muy

similares.
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Figura 1IV.5. Urea-PAGE de un queso Cremoso de calibracion a lo largo de la

maduracion.
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Figura IV.6. Densitograma obtenido en la cuantificacion de uno de los perfiles

electroforéticos para queso Cremoso.
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La degradacion de la CN-ag; fue considerable y se observa un importante
aumento de la fracciéon CN-ag;-I, un péptido resultante de la degradacion de la caseina
por accion del coagulante residual. Por esta razon, resulta razonable que la relacion CN-
asi-1 /(CN-ag; + CN- ag;-I) aumente significativamente con el tiempo de maduracion
del queso. En la Figura IV.7 se presenta la evolucion de esta relacion calculada para los

quesos de calibracion a lo largo de la maduracion y la aplicacion de la RLS.

Figura IV.7. Evolucion de la relacion CN-ag;-I/(CN-as; + CN-ag;-1) para los quesos

Cremoso de calibracion durante la maduracion.
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En dicho grafico se puede observar un aumento muy claro de la misma a lo largo
del periodo de maduracion estudiado. Esta evolucion concuerda con el hecho que la
hidrolisis de la CN-ag; en el enlace Phe,s-Pheys es la transformacién mas importante en
esta variedad de queso y en consecuencia la misma aumenta con el tiempo (Fox, 1993).
Esta variable present6 una relacion lineal significativa con el tiempo (p < 0,05) y el
significativo R* obtenido (0,81) indica una importante correlacion con el tiempo de

maduracion y en consecuencia la misma resultaria una buena variable predictora en el
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modelo buscado. La salida del software del ANOVA de la regresion se presenta en la

pagina 15 del Anexo.

1V.1.2.5. Contenido de amonio
En la Tabla A6 del Apéndice se presentan los valores individuales del contenido
de amonio obtenidos en los quesos de calibracién a lo largo de la maduracion. En la

Figura IV.8 se presenta la evolucion de este parametro con el tiempo y la aplicacion de

RLS.

Figura IV.8. Evolucion del contenido de amonio para los quesos Cremoso de

calibracion durante la maduracion.
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En dicho grafico se puede observar que los valores permanecen practicamente
constantes y el muy bajo coeficiente de determinacion obtenido (R*= 0,002) sefiala la
falta de correlacion entre esta variable y el tiempo de maduracion, indicando que la
misma no resultaria una buena variable predictora en el modelo buscado. La salida del

software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 17 del Anexo.
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1V.1.3. Anadlisis Multivariado
La matriz completa conformada por los resultados obtenidos para los quesos de
calibracion fue sometida a un andlisis exploratorio de datos con técnicas estadisticas

multivariadas: PCA y DA.

Analisis por componentes principales

Como primer paso del PCA, se verificd por diferentes métodos la existencia de
altas correlaciones entre las variables, un requisito para este analisis. Para ello, se
examind la matriz de correlaciones, donde se observaron correlaciones de Pearson
significativas entre las variables (> 0,5). El determinante de la matriz de correlaciones
obtenido fue muy bajo (1,7E-3) indicando también altas correlaciones. Ademas, el test
de esfericidad de Bartlett y el indice KMO obtenido (0,78) senalaron que fue adecuado
factorizar la matriz de datos. Por ultimo, por inspeccion de la matriz de correlacion anti-
imagen se observaron pocos coeficientes de correlacion parcial altos lo que indicd que
fue razonable aplicar el analisis factorial.

El numero de factores a extraer de acuerdo a la regla de Kaiser (se extraen los
factores cuyos autovalores son mayores que la unidad) fueron dos CP, pero al tener en
cuenta las comunalidades obtenidas con esta extraccion, se tuvo que incluir el tercer
componente para explicar un mayor porcentaje de varianza para todas variables. Los
tres componentes principales extraidos explicaron el 89,2% de la varianza del sistema:
CP1: 57,6%, CP2: 18,0% y CP3: 13,6%.

Debido a que en la solucion factorial inicial obtenida, las variables originales
cargan en varios factores a la vez, se obtuvo la solucion factorial rotada aplicando
rotacion VARIMAX de manera de lograr una estructura factorial mas simple y facilitar

la interpretacion de los resultados. Aunque con la rotacion cambie la matriz factorial, las
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comunalidades y la varianza total explicada no se alteran, sin embargo, cambia la
varianza explicada por cada factor, es decir se redistribuye la varianza explicada por los
factores extraidos, teniéndose los siguientes porcentajes de varianza explicada para los
ejes rotados: CP1: 49,0%, CP2: 22,5% y CP3: 17,7%.

En la Tabla IV.3 se presentan las soluciones factoriales sin rotar y rotada, las
cuales contienen las cargas factoriales de cada variable original en los componentes

principales.

Tabla IV.3. Andlisis por Componentes Principales de los parametros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Cremoso de calibracion a lo largo de la maduracion: Cargas

factoriales del CP1, CP2 y CP3 sin rotar y rotados por el método Varimax.

Solucion factorial Solucion factorial
sin rotar rotada
Variables originales
CP1 CP2 CP3 CPI1 cpP2 CcP3
(57,6%) (18,0%) (13,6%) | (49,0%) (22,5%) (17,7%)
%Humedad -0,57 0,06 0,77 -0,18 -0,93 -0,14
pH 0,54 -0,65 -0,18 0,33 0,55 -0,59
%NS-pH 4,6/NT 0,94 -0,03 0,24 0,94 0,21 -0,09
%NS-TCA/NT 0,97 0,09 0,108 0,92 0,32 0,05
%NS-PTA/NT 0,82 0,26 0,39 0,93 -0,03 0,14
CN-oS1-I/ 094  -007  -005 0,81 0,48 -0,05
(CN-aS1+CN-aS1-I)
%NHa (gN) /NT 0,20 0,87 -0,32 0,15 0,16 0,92

Como se puede observar, al aplicar el método de rotacion se logré que todas las
variables originales, excepto el pH, carguen en un solo factor. Si se observan los
componentes rotados, en el CP1 se ubican las tres fracciones nitrogenadas y la relacion

CN-og;-I /(CN-ag; + CN-ag;-I), en consecuencia podemos decir que en este componente
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se encuentra la informacion sobre el proceso de proteolisis que ocurre durante la
maduracion del queso. En el CP2, el %Humedad es la variable con carga factorial
significativa y en el CP3 las variables restantes, pH y contenido de amonio.

En la Figura IV.9 se muestra el grafico de scores, definido por CP1 y CP2

rotados, en el cual las muestras estan identificadas por el tiempo de maduracion.

Figura IV.9. Analisis por Componentes Principales de los parametros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Cremoso de calibracion a lo largo de la maduracion: grafico de

los scores de las muestras (identificadas por tiempo de maduracion) sobre los ejes CP1

y CP2 rotados.
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En el mismo se detectdé una separacion de las muestras segun el tiempo

principalmente a lo largo de CP1, el cual resume la informacion del proceso de

proteolisis.

95



Resultados y Discusion

En la Figura IV.10 se muestra el grafico de scores, definido por CP2 y CP3
rotados, en el cual las muestras estan identificadas por el tiempo de maduracion. En el

mismo no se detectd una separacion de las muestras segun el tiempo.

Figura 1IV.10. Andlisis por Componentes Principales de los pardmetros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Cremoso de calibracion a lo largo de la maduracion: grafico de
los scores de las muestras (identificadas por tiempo de maduracion) sobre los ejes CP2

y CP3 rotados.
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En resumen, se observd agrupamientos de las muestras segun el tiempo de
maduracion solamente en el CP1, en el cual se encuentra la informacion de las tres
fracciones nitrogenadas y de la relacion CN-ag;-1 /(CN-as; + CN-ag;-1). En el CP2 y el
CP3, en los cuales se encuentra la informacién del %Humedad, el pH y el contenido de

amonio no se observo separacion de las muestras de acuerdo al tiempo, en consecuencia
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estas variables no resultarian buenas predictoras en el modelo buscado. Las salidas del

software del PCA se presentan en las paginas 18 a 21 del Apéndice.

Analisis discriminante

Con el propésito de validar las conclusiones previas basadas en la observacion
visual de los graficos de scores obtenidos del PCA, se aplicé DA sobre los tres factores
rotados. El tiempo de maduracion fue utilizado como factor de clasificacion. Se halld
una funcion discriminante significativa (p< 0,05), lo que permitié clasificar a las
muestras en los 5 grupos predefinidos: 0, 9, 15, 22 y 30 dias de maduraciéon, con un
86% de muestras correctamente clasificadas. La Tabla IV.4 muestra la tabla de

clasificacion obtenida.

Tabla 1V.4. Analisis Discriminante por tiempo de maduracion de los factores obtenidos
del PCA de los pardmetros fisicoquimicos estudiados en los quesos Cremoso de

calibracion: Tabla de clasificacion.

Tiempo Tamaiio Tiempo predicho
real de grupo 0 9 15 22 30
7 1 0 0 0
0 8 (87,5%)
0 3 1 0 0
? 4 (75%)
0 2 2 0 0
15 4 (50%)
0 0 0 4 0
22 4 (100%)
30 8 0 0 0 0 8

(100%)

Las salidas del software del AD se presentan en la pagina 22 del Apéndice.
En resumen, el analisis exploratorio multivariado permitié observar que las

muestras se agrupan por su tiempo de maduracion y seleccionar las variables apropiadas
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para la posterior aplicacion de métodos de regresion, que fueron las tres fracciones

nitrogenadas y la relacion CN-ag;-I /(CN-as; + CN-ag;-I).

1V.1.4. Obtencion de los modelos por regresion multivariada

Luego se aplicé PLS sobre la matriz de datos (28 filas x 7 columnas) para
obtener el modelo para predecir el tiempo de maduracion de queso Cremoso. En primer
lugar, se aplico este método a las muestras que componen la matriz de calibracion y
mediante validacion cruzada se determin6 el nimero de factores 6ptimos. En la Figura

IV.11 se presenta el grafico del nimero de factores versus el estadistico PRESS.

Figura IV.11. PLS sobre matriz de calibracion de queso Cremoso con validacion

cruzada. Numero de factores versus el estadistico PRESS.
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Se eligi6 2 como el numero de factores significativos, correspondiente al
minimo del estadistico PRESS, con el cual se obtiene el mejor modelo de prediccion.

Luego la matriz de datos fue dividida por seleccion aleatoria en muestras de
calibracion (n=19) y muestras de validacion externa (n=9). PLS fue aplicado al set de
calibracion para obtener el modelo. El % humedad, pH, %NS-pH 4,6/NT, %NS-

TCA/NT, %NS-PTA/NT, la relacion CN-ag;-I /(CN-as; + CN-ag;-I) y el contenido de
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amonio fueron utilizadas como variables predictoras para obtener el modelo completo, a
pesar de la observacion mostrada en el PCA y en el analisis univariado. Ademas, se
obtuvo un modelo reducido con las variables elegidas anteriormente. Luego estos
modelos fueron aplicados al set de validacion externa para determinar su capacidad
predictiva.

La Tabla I'V.5 muestra los parametros estadisticos de los modelos de regresion
obtenidos. Se incluyen la ordenada al origen (bg), los coeficientes de regresion no
estandarizados (b;), los coeficientes de regresion estandarizados (f)), el coeficiente de

correlacion (R) y la raiz del error cuadrado medio de prediccion (RMSEP).

Tabla IV.5. Parametros estadisticos para los modelos de prediccion completo y

reducido para queso Cremoso.

b; (B)
bo 1 2 3 4 5 6 7

Modelo

completo 56.67 -0,33 11,06 2,00 1,95 5,85 17,26  -32,99
R=0,99 ’ (-0,41) (1,03) (3,90) (2,57) (2,29) (2,90) (-1,29)
RMSEP =2,0

Modelo

reducido 1838 i i 1,65 2,30 6,69 17,85 i
R=0,99 i (3,22) (3,03) (2,63) (3,00)
RMSEP =2,2

bo: ordenada al origen; b;: coeficientes de regresion no estandarizados; f; : coeficientes
de regresion estandarizados (siendo 1: %eHumedad; 2: pH; 3: %NS-pH 4,6/NT; 4: %NS-
TCA/NT, 5: %NS-PTA/NT, 6: CN-0S1-I/(CN-aS1+CN-aS1-I) y 7: %NH4/NT); R:
coeficiente de correlacion; RMSEP: raiz del error cuadrado medio de prediccion.

Los modelos de regresion obtenidos arrojaron buenas correlaciones (R > 0,99) y
bajos errores de estimacion (RMSEP ~ 2 dias para un periodo de maduracion de 30

dias), lo que demostr6 la buena capacidad predictiva de los mismos. Si se comparan
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ambos modelos, se ve que la incorporacion del %humedad, el pH y el contenido de
amonio como variables predictoras no modificd significativamente el error de
prediccion. Entonces, se consideré como mas adecuado el modelo reducido debido a
que estas variables no aportan informacion relevante en la prediccion de la edad de esta
variedad de queso. Este resultado estd en concordancia con el PCA en el que las tres
fracciones nitrogenadas y la relacion CN-og;-I/(CN-0s; + CN-o0g;-1) fueron las que

agruparon a las muestras de quesos segun el tiempo de maduracion.

Por lo tanto el modelo usado en la prediccion se representa de la siguiente

manecra:

tiempo de maduracion (dias) = -18,38 + 1,65 * %NS-pH 4,6/NT + 2,30 * %NS-

TCA/NT + 6,69 * %NS—PTA/NT+ 17,85 * CN—OLSI—I/(CN—OCS]+CN—0551—])

Para realizar la validacion externa del modelo, se aplico éste a la matriz de
validacion. Los resultados puntuales obtenidos se observan en la Tabla IV.6, junto con
el error estandar de prediccion puntual y el intervalo de prediccion calculado a partir de

éste.

También se graficaron los intervalos de prediccion, los que se muestran en la
Figura IV.12. En la misma se indic6 con lineas discontinuas el tiempo de maduracion
real de las muestras para corroborar que dicho valor fue incluido por el intervalo

calculado.
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Tabla IV.6. Tiempo de maduracion real y predicho por el modelo obtenido para las

muestras de validacion externa de queso Cremoso.

Tiempo de Tiempo de Error estandar (- ey * ESP
maduracion real maduracion de prediccion

(dias) predicho (dias) (ESP) (0= 0,05; n=19; k=4)

0 0,53 3,30 + 7,08

0 2,85 3,45 + 7,40

0 -0,21 3,36 + 7,20

9 7,03 3,24 + 6,96

9 8,14 3,25 + 6,96

15 15,33 3,38 + 7,24

30 24,69 3,27 + 7,01

30 29,96 3,37 + 7,24

30 30,62 3,42 + 7,34

Figura IV.12. Intervalos de prediccion para la validacion externa del modelo obtenido

para queso Cremoso.
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En la grafica se observa que los intervalos de prediccion comprendieron en todas
las muestras al tiempo de maduracion real correspondiente.

En la Figura IV.13 se presenta la correlacion entre el tiempo de maduracion real
de las muestras de quesos y el predicho por el modelo. En la misma se observa una alta
correlacion entre el tiempo de maduracion real y el predicho por el modelo obtenido

(R=0,99).

Figura 1IV.13. Correlacion entre el tiempo de maduracion real y el predicho por el

modelo obtenido para queso Cremoso.
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En el modelo reducido, el %NS-pH 4,6-NT, el %NS-TCA/NT y la relacion CN-
asi-I/(CN-ag; + CN-og;-1) fueron las variables con los mayores coeficientes de
regresion estandarizados. Es decir, estas variables fueron las de mayor importancia en la
prediccion del tiempo de maduracion de queso Cremoso, en concordancia con el hecho
de que las mismas son indicadores de una protedlisis no tan avanzada como la que

ocurre en este tipo de queso. Luego le sigue en importancia el %NS-PTA-NT, la cual
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contiene péptidos de pequeiio tamafio y aminoacidos libres, los cuales son productos de

la protedlisis secundaria y aparecen mds notoriamente en quesos con periodos de

maduracion mas prolongados.

1V.1.5. Aplicacion del modelo de prediccion a quesos comerciales
El modelo se aplico a tres quesos del mercado de distintas marcas comerciales.

La composicion global y los pardmetros fisicoquimicos determinados en los mismos se

presentan en la Tabla IV.7.

Tabla IV.7. Composicion global y pardmetros fisicoquimicos de los quesos Cremoso

comerciales.
Muestras M1 M2 M3
%humedad 48.9 49,0 55,2
% Materia grasa en el 506 54.9 54.7
Extracto Seco ’ ’ ’
%PT 23,6 22,6 18,3
%NS-pH4,6/NT 10,5 9,7 10,6
%NS-TCA/NT 3,2 4,1 3,9
%NS-PTA/NT 0,5 0,9 0,7
CN-(’,Sl-I/
(CN-0g; + CN-ugs-) 0 0.6 0,2

En la Tabla IV.8 se presentan los tiempos de maduracion predichos por el

modelo multivariado junto con el intervalo de confianza de la prediccion (2* RMSEP).
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Tabla 1V.8. Tiempos de maduracion predichos para los quesos Cremoso comerciales.

Tiempo predicho
Muestras (+ 4 dias)
M1 19
M2 26
M3 16

Si comparamos los tiempos predichos con el minimo establecido por la
legislacion para esta variedad (30 dias para hormas de 2,5 a 5 Kg) se encontrd que las
muestras M1 y M3 presentaron tiempos de maduracion por debajo del minimo. Si se
observan los valores de los parametros fisicoquimicos incluidos en el modelo se puede
notar que las muestras presentan similares valores de %NS-pH4,6/NT, por lo que se
podria inferir una maduracion similar, sin embargo las diferencias en las otras variables
determinan los distintos tiempos de maduracion. Estos resultados no son sorprendentes
ya que se conoce que en el mercado se encuentran quesos cremosos con tiempos de

maduracion menores al establecido.

IV.2. Queso Pategras

1V.2.1. Composicion global y evaluacion sensorial

Como ya se indic6 en la seccion de materiales y métodos, sobre los quesos de
calibracion se determind la composicién global y la calidad sensorial al final de la
maduracion con el propodsito de corroborar que los mismos poseian las caracteristicas
tipicas de su variedad y de esta forma justificar su uso para la obtencion de los modelos
matematicos.

La composicion global de los quesos Pategras de calibracion determinada a los

50 dias de maduracion se presenta en la Tabla IV.9. También se presentan los rangos
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normales de estos parametros establecidos por el CAA para esta variedad

(www.anmat.gov.ar /CAA, 2008).

Tabla IV.9. Composicion global de los quesos Pategras de calibracion determinada a

los 50 dias de maduracion.

Queso Y%humedad %Materia grasa en % Proteina total
el extracto seco
1 39,1 48,3 27,6
2 39,6 46,0 26,3
3 39,7 45,8 25,6
4 37,8 45,1 28,5
5 38,4 46,6 27,6
6 38,1 45,2 28,7
7 36,8 46,8 28,6
8 38,2 45,0 274

Valores normales
establecidos por la entre 36 y 45,9% entre 45y 59,9% -
legislacion (CAA)

Como se puede observar, los quesos de calibracion se encontraron dentro de los
rangos reglamentarios establecidos para esta variedad.

El numero de panelistas que realizaron la evaluacion sensorial vario entre 11 y
16 segin la sesion de evaluacion. En la Tabla A7 del Apéndice se presentan los
resultados del andlisis sensorial para todos los panelistas y todos los atributos evaluados.
En la Figura IV.14 se presentan los valores promedios de todos los evaluadores para los

atributos sensoriales evaluados.
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Figura IV.14. Grafico de estrella de los valores promedios para los atributos sensoriales

evaluados en los quesos Pategras de calibracion.
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Como se puede observar el puntaje promedio obtenido para cada atributo se
encontro en la zona aceptable (>5) para todos los quesos de calibracion.
En la Tabla IV.10 se presentan los valores promedios obtenidos de todos los

evaluadores para los puntajes sensoriales totales y sus desviaciones estandares.
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Tabla IV.10. Puntajes sensoriales promedios y sus desviaciones estandares obtenidos

para los quesos Pategras de calibracion.

Queso Puntaje sensorial total
85,3+£8,3
83,8+£9,6
65,7+ 12,7

87,6 £5,6
78,4+9,9
87,7+9,2

66,7 + 6,1

84,3 +6,8

0 9 N U R W N -

Como se puede observar, todos los quesos presentaron un puntaje sensorial total
> 50, fijado en este trabajo como valor minimo para esta variedad de queso.

Por lo tanto, debido a que la composicion global y la calidad sensorial de estos
quesos se encontraron dentro de los rangos reglamentarios, se consideran a estos quesos

aptos para obtener el modelo de prediccion buscado.

1V.2.2 Evolucion de las variables fisicoquimicas con el tiempo de maduracion

Los datos obtenidos para los guesos de calibracion se organizaron en forma de
matriz, la cual estd compuesta por 27 muestras o filas y 6 variables o columnas
(%Humedad, pH, %NS-pH 4,6/NT, %NS-TCA/NT, %NS-PTA/NT y contenido de
amonio).

En primer lugar se analiz6 cada variable en forma individual como se detalla a

continuacion.
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1V.2.2.1. Humedad
En la Tabla A8 del Apéndice se presentan los valores individuales (n=27) del
contenido de humedad obtenidos para los quesos de calibracion a lo largo de la

maduracion. La Figura V.15 muestra la evolucion de este parametro durante la

maduracién y la aplicacion de la RLS.

Figura IV15. Evolucion del contenido de humedad para los quesos Pategras de

calibracion durante la maduracion.
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Se puede observar una disminucién del % humedad con el tiempo, lo cual es
acorde con uno de los procesos de naturaleza fisica que ocurre en este periodo, la
evaporacion del agua (Zalazar y col., 2004). Esta variable presentd una relacion lineal
significativa con el tiempo (p < 0,05) y el coeficiente de determinacion obtenido (R*=
0,74) sefialan una fuerte correlacion entre esta variable y el tiempo de maduracion,
indicando que la misma resultaria una buena variable predictora en el modelo buscado.

La salida del software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 29 del

Apéndice.
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IV.2.2.2. pH

En la Tabla A9 del Apéndice se presentan los valores individuales de pH
obtenidos para los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En la Figura IV.16
se presenta la evolucion de este parametro a lo largo de la maduracion y la aplicacion de

la RLS.

Figura IV.16. Evolucion del pH para los quesos Pategras de calibracion durante la

maduracion.
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Esta variable no presentd una relacion lineal significativa con el tiempo (p >
0,05), en consecuencia la misma no resultaria una buena variable predictora para el
modelo. La salida del software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 31

del Apéndice.

1V.2.2.3. Fraccionamiento de Nitrogeno

En la Tabla A10 del Apéndice se presentan los valores individuales de las tres

fracciones nitrogenadas, expresados como porcentajes del nitrégeno total, obtenidos en
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los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En las Figuras IV.17 (A, By C)

se presenta la evolucion durante la maduracion y la aplicacion de la RLS.

Las tres fracciones aumentaron durante el periodo estudiado, lo cual era lo
esperado debido a que estas fracciones son indices de prote6lisis primaria y secundaria
(Fox, 1993). Estas tres variables presentaron una relacion lineal significativa con el
tiempo (p < 0,05), siendo los R* obtenidos muy importantes para las tres fracciones
(0,94, 0,90 y 0,86 respectivamente). A diferencia de lo sucedido para queso Cremoso,
en este caso las tres fracciones presentaron una fuerte correlacion con el tiempo de
maduracién, lo que esta en concordancia con el hecho de que en esta variedad la
proteolisis es mas pronunciada. En consecuencia estas tres variables resultarian buenas
predictoras para el modelo buscado. Las salidas del software del ANOVA de la

regresion se presentan en las paginas 33, 34 y 35 del Apéndice.
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Figura IV.17. Evolucion del fraccionamiento de Nitrégeno para los quesos Pategras de

calibracion durante la maduracion. A- %NS-pH 4,6/NT. B- %NS-TCA/NT. C- %NS-

PTA/NT.
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1V.2.2.4. Contenido de amonio

En la Tabla All del Apéndice se presentan los valores individuales del
contenido de amonio obtenidos en los quesos de calibracion durante la maduracion. En
la Figura I'V.18 se presenta la evolucion de este parametro a lo largo de la maduracion y

la aplicacion de la RLS.

Figura IV.18. Evolucion del contenido de amonio para los quesos Pategras de

calibracion durante la maduracion.
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Se puede observar un aumento muy claro a lo largo de todo el periodo de
maduracion estudiado. Esta variable presentd una relacion lineal significativa con el
tiempo de maduracion (p < 0,05) y el R* obtenido (0,60) indica la existencia de
correlacion entre estas variables, indicando que el contenido de amonio resultaria una
buena variable predictora para el modelo. El moderado valor de R? obtenido esta en
concordancia con el hecho de que este compuesto aparece en las ultimas etapas de la
maduracion requiriendo periodos mdas prolongados para su aparicion. La salida del

software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 37 del Anexo.
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1V.2.3. Anadlisis Multivariado
La matriz completa conformada con los resultados obtenidos para los quesos de
calibracion fue sometida a un analisis exploratorio con técnicas estadisticas

multivariadas: PCA y DA.

Analisis por componentes principales

Como primer paso del PCA, se verificd por diferentes métodos la existencia de
altas correlaciones entre las variables, un requisito para este analisis. Para ello, se
examind la matriz de correlaciones, donde se observaron correlaciones de Pearson
significativas entre las variables (> a 0,5). El determinante de la matriz de correlaciones
obtenido fue muy bajo (2,6E-4) indicando también altas correlaciones. Ademas, el test
de esfericidad de Bartlett y el indice KMO obtenido (0,83) senalaron que fue adecuado
factorizar la matriz de datos. Por ultimo, por inspeccion de la matriz de correlacion anti-
imagen se observaron pocos coeficientes de correlacion parcial altos lo que indicd que
fue razonable aplicar el analisis factorial.

El nimero de factores a extraer de acuerdo a la regla de Kaiser fue dos CP. Con
este numero de factores las comunalidades obtenidas fueron >0,85, de manera que con
esta extraccion se explico un porcentaje de varianza elevado para todas las variables. Se
extrajeron dos componentes principales que explicaron el 91,7% de la varianza total del
sistema: CP1: 73,4% y CP2: 18,3%.

Debido a que la solucion factorial inicial presentd una estructura simple, no fue
necesario obtener la solucion factorial rotada. En la Tabla IV.11 se presenta la solucion
factorial obtenida, la cual contiene las cargas factoriales de cada variable original en los

componentes principales extraidos.
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Tabla IV.11. Analisis por Componentes Principales de los parametros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Pategras de calibracion a lo largo de la maduracion: Cargas

factoriales del CP1 y CP2.

Variables originales CPI Cp2
(73,4%) (18,3%)

%Humedad -0,87 -0,30

pH 0,25 0,95

%NS-pH 4,6/NT 0,98 -0,04

%NS-TCA/NT 0,98 -0,13

%NS-PTA/NT 0,95 -0,08

%NH4/NT 0,88 -0,29

Como se puede observar en dicha tabla, en el CP1 se encuentran el %humedad,
las tres fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio, en consecuencia podemos
decir que en este componente se encuentra la informacion sobre el proceso de
evaporacion de agua y de protedlisis que ocurren durante la maduracion del queso. En el
CP2, el pH es la variable con carga factorial alta.

En la Figura IV.19 se muestra el grafico de scores, definido por CP1 y CP2, en

el cual las muestras estan identificadas por el tiempo de maduracion.
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Figura IV.19. Anélisis por Componentes Principales de los pardmetros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Pategras de calibracion a lo largo de la maduracion: grafico de
los scores de las muestras (identificadas por tiempo de maduracion) sobre los ejes CP1

y CP2.
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Se observd agrupamiento de las muestras segun el tiempo de maduracion
solamente en el CP1, en el cual se encuentra la informaciéon del %humedad, de las tres
fracciones nitrogenadas y del contenido de amonio. En el CP2 en el cual se encuentra la
informacion del pH, no se observé separacion de las muestras de acuerdo al tiempo, en
consecuencia esta variable no resultaria buena predictora para el modelo. Las salidas del
software del PCA se presentan en las paginas 38 a 39 del Apéndice.

Analisis discriminante

Con el proposito de validar las conclusiones previas basadas en la observacion

visual de los graficos de scores obtenidos del PCA, se aplico DA sobre los dos factores
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extraidos. El tiempo de maduracion fue utilizado como factor de clasificacion. Se halld
una funcion discriminante significativa (p< 0,05), lo que permitié clasificar a las
muestras en los 5 grupos predefinidos: 0, 12, 25, 38 y 50 dias de maduracion, con un
82% de muestras correctamente clasificadas. La Tabla IV.12 muestra la tabla de
clasificacion obtenida. Las salidas del software del DA se presentan en las paginas 40

del Apéndice.

Tabla IV.12. Andlisis Discriminante por tiempo de maduraciéon de los factores
obtenidos del PCA de los parametros fisicoquimicos estudiados en los quesos Pategras:

Tabla de clasificacion.

Tiempo Tamario Tiempo predicho
real de grupo 0 12 25 38 50
6 1 0 0 0
0 7 (87,5%)
0 4 0 0 0
12 4 (100%)
0 1 2 1 0
25 4 (50%)
0 0 0 4 0
38 4 (100%)
50 8 0 0 0 2 6

(75%)

El andlisis multivariado exploratorio permitid observar que las muestras se
agrupan por su tiempo de maduracion y seleccionar las variables apropiadas para la
posterior aplicacion de métodos de regresion, que fueron el %humedad, las tres

fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio.

1V.2.4. Obtencion de los modelos por regresion multivariada
Luego se aplicé PLS sobre la matriz de datos (27 filas x 6 columnas) para

obtener el modelo para predecir el tiempo de maduracién de queso Pategras. En primer

116




Resultados y Discusion

lugar, se aplicd este método a las muestras que componen la matriz de calibracion y
mediante validacion cruzada se determin6 el nimero de factores 6ptimos. En la Figura

IV.20 se presenta el grafico del nimero de factores versus el estadistico PRESS.

Figura IV.20. PLS sobre matriz de calibracién de queso Pategras con validacion

cruzada. Numero de factores versus el estadistico PRESS.
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Se eligid6 2 como el numero de factores significativos, correspondiente al
minimo del estadistico PRESS, con el cual se obtiene el mejor modelo de prediccion.

Luego la matriz de datos fue dividida por seleccion aleatoria en muestras de
calibracion (n=18) y muestras de validacién externa (n=9). PLS fue aplicado al set de
calibracion para obtener un modelo de prediccion del tiempo de maduracion. El %
humedad, pH, %NS-pH 4,6/NT, %NS-TCA/NT, %NS-PTA/NT y el contenido de
amonio fueron utilizadas como variables predictoras para obtener el modelo completo, a
pesar de la observacion mostrada en el PCA. Ademads, se obtuvieron dos modelos
reducidos. Luego estos modelos fueron aplicados al set de validacion externa para
determinar la capacidad predictiva de los mismos mediante el célculo del estadistico

RMSEP.
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La Tabla IV.13 muestra los parametros estadisticos de los modelos de regresion
obtenidos. Se incluyen la ordenada al origen (bg), los coeficientes de regresion no
estandarizados (b;), los coeficientes de regresion estandarizados (), el coeficiente de

correlacion (R) y la raiz del error cuadrado medio de prediccion (RMSEP).

Tabla 1V.13. Parametros estadisticos para los modelos de prediccion completo y

reducido para queso Pategras.

b; B
bo 1 2 3 4 5 6 R RMSEP

Modelo _ _ -

€0 60,59 327 7,03 139 1,87 493 7.53 0,98 5.0
completo (-4,63) (-0,67) (6,01) (518) (6,52) (-1,68)
Modelo 3.55 133 1,76 471 5.41
reducido = _ > > > >

I 13444 503 (5.75) (4.88) (623) (-121) 08 >l
Modelo 325 127 195 4,06
reducido 12794 - ’ ’ ’ 098 54

- (-4,61) (547) (5,40) (5,37)

bo: ordenada al origen; b;: coeficientes de regresion no estandarizados; fj: coeficientes
de regresion estandarizados (siendo 1: %eHumedad; 2: pH; 3: %NS-pH 4,6/NT; 4: %NS-
TCA/NT, 5: %NS-PTA/NT y 6: %NH4/NT); R: coeficiente de correlacion; RMSEP:
raiz del error cuadrado medio de prediccion.

Los modelos de regresion obtenidos arrojaron buenas correlaciones (R > 0,98) y
bajos errores de estimacion (RMSEP ~ 5 dias para un periodo de maduracion de 50
dias), lo que demostrd la buena capacidad predictiva de los mismos. Si se compara el
modelo completo con el modelo reducido I (el cual contiene las variables elegidas segiin
el PCA), se ve que la eliminacion del pH como variable predictora no modifica
significativamente el RMSEP. Entonces, se consideré6 como mas adecuado este ultimo
debido a que esta variable no aporta informacion relevante en la prediccion de la edad

de esta variedad de queso.
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Por otro lado, si se observan los coeficientes de regresion estandarizados (B;), el
% Humedad y las tres fracciones nitrogenadas presentaron los mayores coeficientes, es
decir, estas variables fueron las de mayor peso en la prediccion del tiempo de
maduracion de queso Pategras, en concordancia con el hecho de que estas variables son
indicadoras de dos procesos muy importantes que ocurren en quesos con periodos de
maduracion moderados: la evaporacion de agua y la protedlisis primaria y secundaria.
Para el contenido de amonio, se obtuvo un coeficiente de regresion inferior, seiialando
una menor importancia de la misma como variable predictora del tiempo de maduracién
para queso Pategras. Este hecho coincidié con la menor correlacion encontrada en el
analisis univariado. En consecuencia, se obtuvo el modelo reducido II eliminando al
contenido de amonio como variable predictora. Si se compara este modelo con el
modelo reducido I, se ve que la eliminacién del contenido de amonio como variable
predictora so6lo aumenta ligeramente el RMSEP. Entonces, se consider6 como mas
adecuado este ultimo debido a que esta variable no aporta informacion relevante en la

prediccion de la edad de esta variedad de queso.

El modelo usado en la prediccion se representa de la siguiente manera:

tiempo de maduracién (dias) = 121,94 - 3,25 * %humedad + 1,27 * %NS-pH 4,6/NT

+ 1,95 * %NS-TCA/NT + 4,06 * %NS-PTA/NT

Para realizar la validacion externa del modelo, se aplico éste a la matriz de
validacion. Los resultados puntuales obtenidos se observan en la Tabla IV.14, junto con
el error estandar de prediccion puntual y el intervalo de prediccion calculado a partir de

éste.
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Tabla 1V.14. Tiempo de maduracion real y predicho por el modelo obtenido para las

muestras de validacion de queso Pategras.

Tiempo de Tiempo de Error estandar %t (1-0; n-k-1)* ESP
madura,cién real mafluraci('zn de prediccion (a= 0,05; n=18; k=4)
(dias) predicho (dias) (ESP)

0 -5,35 4,34 + 9,37

0 -2,90 4,26 +9.21

0 2,32 4,17 +9,01

12 15,05 4,06 + 8,78

38 35,83 4,11 + 8,87

38 34,05 4,08 + 8,81

38 32,12 4,32 +9,34

50 57,71 4,42 +9,54

50 58,38 4,52 +9,75

También se graficaron los intervalos de prediccion, los que se muestran en la
Figura IV.21. En la misma se indic6 con lineas discontinuas el tiempo de maduracion
real de las muestras para corroborar que dicho valor fue incluido por el intervalo

calculado.
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Figura IV.21. Intervalos de prediccion para la validacion externa del modelo obtenido

para queso Pategras.
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En la grafica se observa que los intervalos de prediccion comprendieron en todas

las muestras al tiempo de maduracion real correspondiente.

En la Figura IV.22 se presenta la correlacion entre el tiempo de maduracion real

de las muestras de quesos y el predicho por el modelo. En el mismo se observa una alta

correlacion entre el tiempo de maduracion real y el predicho por el modelo obtenido

(R=0,98).

121



Resultados y Discusion

Figura IV.22. Correlacion entre el tiempo de maduracion real y el predicho por el

modelo obtenido para queso Pategras.
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1V.2.5. Aplicacion del modelo de prediccion a quesos comerciales
El modelo se aplico a siete quesos del mercado de distintas marcas comerciales.
La composicion global y los pardmetros fisicoquimicos determinados en los mismos se

presentan en la Tabla IV.15.

Tabla 1V.15. Composicion global y pardmetros fisicoquimicos de los quesos Pategras

comerciales.

Muestras MI M2 M3 M4 MS Mé6 M7

% Materia
grasa en el 452 44,1 45,1 46,9 453 46,6 454
Extracto Seco

%PT 28,5 26,2 292 24,6 29,2 283 263

%humedad 38,9 36,0 36,2 36,0 359 393 36,8

%NS-
pH4,6/NT 28,7 22,9 24,6 151 20,6 27,1 14,2
%NS-
Teany 158 145 160 74 151 155 736
%NS-
PTANT #5297 25 85 37 162
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En la Tabla IV.16 se presentan los tiempos de maduraciéon predichos por el

modelo multivariado junto con el intervalo de confianza de la prediccion (2* RMSEP).

Tabla IV.16. Tiempos de maduracion predichos para los quesos Pategras comerciales.

Tiempo predicho
Muestras ( :l:pl lpdias)
M1 81
M2 83
M3 106
M4 49
M5 95
M6 74
M7 41

Se puede observar que todas las muestras se encontraron dentro de los rangos
reglamentarios en cuanto a su composicion global y al tiempo de maduracion minimo
establecido por la legislacion para esta variedad (50 dias para hormas de 1 a 5 Kg). El
tiempo de maduracidon obtenido para las muestras M4 y M7 fueron los mas cercanos al
minimo establecido, lo cual estd en concordancia con el hecho de que las mismas no
presentaron 0jos en su masa, al igual que las muestras de calibracion. En cambio, para
las restantes los tiempos de maduracion superaron el minimo establecido. Este hecho
puede ser debido a que estas muestras presentaron ojos producidos por bacterias
propidnicas, las cuales son frecuentemente agregadas en la elaboracion de esta variedad
de queso como fermento adjunto produciendo de esta manera una prote6lisis acentuada,
lo cual se observo claramente en los mayores valores de fraccionamientote de nitrogeno
obtenidos para estos quesos en comparacion con los obtenidos para los quesos de

calibracion.
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IV.3. Queso Reggianito

1V.3.1. Composicion global y evaluacion sensorial

Como ya se indic6 en la seccion de materiales y métodos, sobre los quesos de
calibracion se determind la composicién global y la calidad sensorial al final de la
maduracion con el propodsito de corroborar que los mismos poseian las caracteristicas
tipicas de su variedad y de esta forma justificar su uso para la obtencion de los modelos
matematicos.

La composicion global de los quesos Reggianito de calibracion determinada a
los 180 dias de maduracion se presenta en la Tabla IV.17. También se presentan los
rangos normales de estos parametros establecidos por el CAA para esta variedad

(www.anmat.gov.ar /CAA, 2008).

Tabla I'V.17. Composicion global de los quesos Reggianito de calibracion determinada

a los 180 dias de maduracidn.

Queso Y%humedad %Materia grasa en % Proteina total
el extracto seco
1 35,3 37,1 32,1
2 33,5 42,3 30,4
3 33,3 39,1 31,6
4 34,0 36,2 33,7
5 33,3 36,3 31,3
6 31,9 41,0 34,1
7 32,6 38,4 32,2
8 32,6 38,7 31,6
Valores normales
establecidos por hasta 35,9% minimo 32% -
CAA

Como se puede observar, los quesos de calibracion se encontraron dentro de los

rangos reglamentarios establecidos para esta variedad.
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El nimero de panelistas que realizaron la evaluacion sensorial varid entre 8 y 15
segun la sesion de evaluacion. En la Tabla A12 del Apéndice se presentan los resultados
del analisis sensorial realizado para todos los panelistas y todos los atributos evaluados.
En la figura IV.23 se presentan los valores promedios de todos los evaluadores para los

atributos sensoriales evaluados.

Figura IV.23. Grafico de estrella de los valores promedios para los atributos sensoriales

evaluados en los quesos Reggianito de calibracion.
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Como se puede observar el puntaje promedio obtenido para cada atributo se
encontr6 en la zona aceptable (>5) para todos los quesos de calibracion.
En la Tabla IV.18 se presentan los valores promedios obtenidos de todos los

evaluadores para los puntajes sensoriales totales y sus desviaciones estandares.
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Tabla IV.18. Puntajes sensoriales promedios y sus desviaciones estandares obtenidos

para los quesos Reggianito de calibracion.

Queso Puntaje sensorial total
85,9+ 16,0
90,9+ 11,3
94,4+ 12,0
99,4+ 11,6
88,3+ 11,6
75,1 +13,9
87,2+ 10,7
80,2 + 16,1

0 9 N U R W N -

Como se puede observar, todos los quesos presentaron un puntaje sensorial total
> 60, fijado en este trabajo como valor minimo para esta variedad de queso.

Por lo tanto, debido a que la composicion global y la calidad sensorial de estos
quesos se encontraron dentro de los rangos reglamentarios, se consideran a estos quesos

aptos para obtener el modelo de prediccion buscado.

1V.3.2. Evolucion de las variables fisicoquimicas con el tiempo de maduracion

Los datos obtenidos para los quesos de calibracion se organizaron en forma de
matriz, la cual estd compuesta por 34 muestras o filas y 6 variables o columnas
(%Humedad, pH, %NS-pH 4,6/NT, %NS-TCA/NT, %NS-PTA/NT y contenido de
amonio).

En primer lugar se analizé cada variable en forma individual como se detalla a

continuacion.
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1V.3.2.1. Humedad
En la Tabla A13 del Apéndice se presentan los valores individuales (n=34) del
contenido de humedad obtenidos para los quesos de calibracion a lo largo de la

maduracion. La Figura 1V.24 muestra la evolucion de este parametro durante la

maduracién y la aplicacion de la RLS.

Figura 1IV.24. Evolucién del contenido de humedad para los quesos Reggianito de

calibracion durante la maduracion.
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Se puede observar una disminucion del % humedad con el tiempo, lo cual es
acorde con uno de los procesos de naturaleza fisica que ocurre en este periodo, la
evaporacion del agua (Zalazar y col., 2004). Esta variable presentd una relacion lineal
significativa con el tiempo (p < 0,05) y el coeficiente de determinacion obtenido (R*=
0,85) sefialan una fuerte correlacion entre esta variable y el tiempo de maduracion,
indicando que la misma resultaria una buena variable predictora en el modelo buscado.

La salida del software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 46 del

Apéndice.
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1V.3.2.2. pH

En la Tabla A14 del Apéndice se presentan los valores individuales de pH obtenidos
para los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En la Figura IV.25 se
presenta la evolucion de este parametro durante la maduracion y la aplicacion de la

RLS.

Figura IV.25. Evolucion del pH para los quesos Reggianito de calibracion durante la

maduracion.
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Esta variable no present6 una relacion lineal significativa con el tiempo (p > 0,05),
en consecuencia la misma no resultaria una buena variable predictora en el modelo
buscado. La salida del software del ANOVA de la regresion se presenta en la pagina 48

del Apéndice.

1V.3.2.3. Fraccionamiento de Nitrogeno

En la Tabla A15 del Apéndice se presentan los valores individuales de las tres
fracciones nitrogenadas, expresados como porcentajes del nitrogeno total, obtenidos en
los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En las Figuras IV.26 (A, By C)

se presenta la evolucion de las mismas durante la maduracion y la aplicacion de la RLS.
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Figura IV.26. Evolucion del fraccionamiento de Nitrogeno para los quesos Reggianito

de calibracion durante la maduracion. A- %NS-pH 4,6/NT. B- %NS-TCA/NT. C- %NS-

PTA/NT.
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Las tres fracciones nitrogenadas aumentaron durante el periodo estudiado, lo cual
era lo esperado debido a que estas fracciones son indices de protedlisis primaria y
secundaria (Fox, 1993). Las tres variables presentaron una relacion lineal significativa
con el tiempo (p < 0,05), siendo los R” obtenidos muy importantes para las tres
fracciones (0,93, 0,92 y 0,94, respectivamente) y en consecuencia las mismas resultarian
buenas variables predictoras en el modelo buscado. Las salidas del software del

ANOVA de la regresion se presentan en las paginas 50, 51 y 52 del Apéndice.

1V.3.2.4. Contenido de amonio
En la Tabla A16 del Apéndice se presentan los valores individuales del contenido de
amonio obtenidos en los quesos de calibracion a lo largo de la maduracion. En la Figura

IV.27 se presenta la evolucion de este parametro durante la maduracion y la aplicacion

de la RLS.

Figura 1IV.27. Evolucion del contenido de amonio para los quesos Reggianito de

calibracion durante la maduracion.

1,5 -
y = 0,01x + 0,03 (3,8E-15) ¢
= 2 _
E 1,0 i R = 0,86
Zz
o)
3
I
Z 05 -
X
0,0 T T T T T T 1

0 30 60 90 120 150 180
tiempo de maduracion (dias)

130



Resultados y Discusion

Se puede observar un aumento muy claro a lo largo de todo el periodo de
maduracion estudiado. Esta variable presentd una relacion lineal significativa con el
tiempo de maduracién (p < 0,05) y el R? obtenido (0,86) indica la existencia de una
fuerte correlacion entre estas variables, indicando que el contenido de amonio resultaria
una buena variable predictora en el modelo. La salida del software del ANOVA de la

regresion se presenta en la pagina 54 del Apéndice.

1V.3.3. Anadlisis Multivariado
La matriz completa conformada por los resultados obtenidos para los quesos de
calibracion fue sometida a un analisis exploratorio con técnicas estadisticas

multivariadas: PCA y DA.

Andlisis por componentes principales

Como primer paso del PCA, se verifico por diferentes métodos la existencia de
altas correlaciones entre las variables, un requisito para este analisis. Para ello, se
examind la matriz de correlaciones, donde se observaron correlaciones de Pearson
significativas entre las variables (> a 0,5). El determinante de la matriz de correlaciones
obtenido fue muy bajo (1,1E-5) indicando también altas correlaciones. Ademas, el test
de esfericidad de Bartlett y el indice KMO obtenido (0,89) sefialaron que fue adecuado
factorizar la matriz de datos. Por altimo, por inspeccion de la matriz de correlacion anti-
imagen se observaron pocos coeficientes de correlacion parcial altos lo que indicé que
fue razonable aplicar el anélisis factorial.

El nimero de factores a extraer de acuerdo a la regla de Kaiser fue dos CP. Con
este numero de factores las comunalidades obtenidas fueron >0,88, de manera que con

esta extraccion se explico un porcentaje de varianza elevado para todas las variables. Se
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extrajeron dos componentes principales que explicaron el 95,0% de la varianza total del
sistema: CP1: 78,1% y CP2: 16,9%.

Debido a que en la solucion factorial inicial presentd una estructura simple, no
fue necesario obtener la solucion factorial rotada. En la Tabla IV.19 se presenta la
solucion factorial obtenida, la cual contiene las cargas factoriales de cada variable

original en las componentes principales extraidas.

Tabla 1V.19. Analisis por Componentes Principales de los parametros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Reggianito de calibracion a lo largo de la maduracion: Cargas

factoriales del CP1 y CP2.

Variables originales CPI Cp2
(78,1%) (16,9%)
%Humedad -0,93 -0,09
pH -2,8E-3 0,99
%NS-pH 4,6/NT 0,99 7,1E-4
%NS-TCA/NT 0,99 -0,03
%NS-PTA/NT 0,99 5,7E-3
%NH4/NT 0,94 -0,06

Como se puede observar en dicha tabla, en el CP1 se encuentran el %humedad,
las tres fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio, en consecuencia podemos
decir que en este componente se encuentra la informacion sobre el proceso de
evaporacion de agua y el de protedlisis que ocurren durante la maduracion del queso. En
el CP2, el pH es la variable con carga factorial alta.

En la Figura IV.28 se muestra el grafico de scores, definido por CP1 y CP2, en

el cual las muestras estan identificadas por el tiempo de maduracion.
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Figura IV.28. Anélisis por Componentes Principales de los pardmetros fisicoquimicos
estudiados en los quesos Reggianito de calibracion a lo largo de la maduracion: grafico
de los scores de las muestras (identificadas por tiempo de maduracion) sobre los ejes

CP1y CP2.
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Se observé agrupamientos de las muestras segin el tiempo de maduracion
solamente en el CP1, en el cual se encuentra la informacion del %humedad, de las tres
fracciones nitrogenadas y del contenido de amonio. En el CP2 en el cual se encuentra la
informacion del pH, no se observé separacion de las muestras de acuerdo al tiempo, en
consecuencia esta variable no resultaria buena predictora para el modelo. Las salidas del

software del PCA se presentan en las paginas 55 y 56 del Apéndice.
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Andlisis discriminante

Con el propdsito de validar las conclusiones previas basadas en la observacion
visual de los graficos de scores obtenidos del PCA, se aplicé DA sobre los dos factores
extraidos. El tiempo de maduracion fue utilizado como factor de clasificacion. Se hallo
una funcion discriminante significativa (p< 0,05), lo que permitié clasificar a las
muestras en los 8 grupos predefinidos: 0, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180 dias de
maduracion, con un 82,4% de muestras correctamente clasificadas. La Tabla 1V.20
muestra la tabla de clasificacion obtenida. Las salidas del software del AD se presentan

en las paginas 57 del Apéndice.

Tabla 1V.20. Andlisis Discriminante por tiempo de maduraciéon de los factores
obtenidos del PCA de los pardmetros fisicoquimicos estudiados en los quesos

Reggianito: Tabla de clasificacion.

Tiempo Tamaiio Tiempo predicho
real gr‘f;m 0 30 45 60 00 120 150 180
3 0 0 0 0
0 S oo 0 0 0
0 I 1 0 0
30 2 0% (50% 0 0 0
0 0 2 0 0 0 0 0
4 2 (100%)
0 0 0 2 0 0 0 0
60 2 (100%)
0 0 0 0 4 0 0 0
90 4 (100%)
0 0 0 0 I 2 I 0
120 4 25%)  (50%) (25%)
0 0 0 0 0 I 2 I
150 4 25%)  (50%)  (25%)
150 ) 0 0 0 0 0 0 I 7

(12,5%) (87,5%)
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El andlisis exploratorio multivariado permitio observar que las muestras se
agrupan por su tiempo de maduracion y seleccionar las variables apropiadas para la
posterior aplicacion de métodos de regresion, que fueron el %humedad, las tres

fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio.

1V.3.4. Obtencion de los modelos por regresion multivariada

Luego se aplicoé PLS sobre la matriz de datos (34 filas x 6 columnas) para
obtener el modelo para predecir el tiempo de maduracion para queso Reggianito. En
primer lugar, se aplico este método a las muestras que componen la matriz de
calibracion y mediante validacion cruzada se determiné el numero de factores optimos.
En la Figura IV.29 se presenta el grafico del numero de factores versus el estadistico

PRESS.

Figura IV.29. PLS sobre matriz de calibracién de queso Reggianito con validacion

cruzada. Numero de factores versus el estadistico PRESS.
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Se eligi6 2 como el numero de factores significativos, correspondiente al
minimo del estadistico PRESS, con el cual se obtiene el mejor modelo de prediccion.

Luego la matriz de datos fue dividida por seleccion aleatoria en muestras de
calibracion (n=23) y muestras de validacion externa (n=11). PLS fue aplicado al set de
calibracion para obtener el modelo. El % humedad, pH, %NS-pH 4,6/NT, %NS-
TCA/NT, %NS-PTA/NT y el contenido de amonio fueron utilizadas como variables
predictoras para obtener el modelo completo, a pesar de la observacion mostrada en el
PCA y en el andlisis univariado. Ademads, se obtuvo un modelo reducido con las
variables elegidas anteriormente. Luego estos modelos fueron aplicados al set de
validacion externa para determinar su capacidad predictiva.

La Tabla IV.21 muestra los parametros estadisticos de los modelos de regresion
obtenidos. Se incluyen la ordenada al origen (bg), los coeficientes de regresion no
estandarizados (b;), los coeficientes de regresion estandarizados (), el coeficiente de

correlacion (R) y la raiz del error cuadrado medio de prediccion (RMSEP).

Tabla IV.21. Parametros estadisticos para los modelos de prediccion completo y

reducido para queso Reggianito.

bj By
by 1 2 3 4 5 6

Modelo

completo 291.70 -5,74  -19,16 2,26 2,35 3,55 35,78

R=0,98 ’ (-13,95) (-1,51) (14,91) (14,75) (14,91) (14,75)
RMSEP= 18,0

Modelo

reducido 188.46 -5,76 ) 2,26 2,35 3,56 35,90

R=0,98 ’ (-14,00) (14,96) (14,80) (14,96) (14,80)
RMSEP= 18,3

bo: ordenada al origen; b;: coeficientes de regresion no estandarizados; B;: coeficientes
de regresion estandarizados (siendo 1: %eHumedad; 2: pH; 3: %NS-pH 4,6/NT; 4: %NS-
TCA/NT, 5: %NS-PTA/NT y 6: %NH4/NT); R: coeficiente de correlacion; RMSEP:
raiz del error cuadrado medio de prediccion.
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Los modelos de regresion obtenidos arrojaron buenas correlaciones (R > 0,98) y
bajos errores de estimacion (RMSEP= 18 dias para un periodo de maduracion de 180
dias), lo que demostr6 la buena capacidad predictiva de los mismos. Si se comparan
ambos modelos, se ve que la eliminacion del pH como variable predictora no modifica
significativamente el error de prediccion. Entonces, se consideré como més adecuado el
modelo reducido debido a que esta variable no aporta informacion relevante en la
prediccion de la edad de esta variedad de queso. Este resultado esta en concordancia con
el PCA en el que el %humedad, las tres fracciones nitrogenadas y el contenido de
amonio fueron las que agruparon a las muestras de quesos segin el tiempo de
maduracion.

Por lo tanto el modelo usado en la prediccion se representa de la siguiente
manera:
tiempo de maduracion (dias) = 188,46 — 5,76 * %humedad + 2,26 * %NS-pH 4,6/NT

+2,35 * 9%NS-TCA/NT + 3,56 * %NS-PTA/NT + 35,90 * %NH, (gN)/NT

Para realizar la validacion externa del modelo, se aplico éste a la matriz de
validacion. Los resultados puntuales obtenidos se observan en la Tabla IV.22, junto con
el error estandar de prediccion puntual y el intervalo de prediccion calculado a partir de

éste.

También se graficaron los intervalos de prediccion, los que se muestran en la
Figura IV.30. En la misma se indic6é con lineas discontinuas el tiempo de maduracién
real de las muestras para corroborar que dicho valor fue incluido por el intervalo

calculado.
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Tabla 1V.22. Tiempo de maduracion real y predicho por el modelo obtenido para las

muestras de validacion de queso Reggianito.

Tiempo de Tiempo de !FJrror * tawnien® ESP
maduracién real maduracién e;:'ig?cili.éie (a=0,05; n=23; k=5)
(dias) predicho (dias) (ESP)
0 -17,20 13,21 +27,74
0 -10,04 13,13 +27,58
30 22,62 12,83 + 26,95
45 59,62 12,62 +26,51
60 68,26 13,59 + 28,55
90 107,95 12,56 + 26,39
120 100,98 12,56 +26,38
120 152,98 12,74 + 26,76
150 174,91 12,89 +27,09
180 202,36 13,16 + 27,65
180 171,60 12,87 +27,03

Figura IV.30. Intervalos de prediccion para la validacion externa del modelo obtenido

para queso Reggianito.
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En la grafica se observa que los intervalos de prediccion comprendieron en todas
las muestras al tiempo de maduracion real correspondiente.

En la Figura IV.31 se presenta la correlacion entre el tiempo de maduracion real
de las muestras de quesos y el predicho por el modelo. En el mismo se observa una alta

correlacion entre el tiempo de maduracion real y el predicho por el modelo obtenido

(R=0,98).

Figura IV.31. Correlacion entre el tiempo de maduracion real y el predicho por el

modelo obtenido para queso Reggianito.
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En el modelo reducido todas las variables presentaron coeficientes de regresion
estandarizados (fj) de igual importancia, es decir, todas estas variables tuvieron la
misma importancia en la prediccion del tiempo de maduracion de queso Reggianito. Las
mismas son indicadores de dos procesos muy importantes que ocurren en este tipo de
queso: la evaporacion de agua representada por el %humedad y una protedlisis profunda

representada por las tres fracciones nitrogenadas y por el contenido de amonio. A
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diferencia de los quesos con periodos de maduracion menores estudiados anteriormente,
en esta variedad de queso fueron importantes también las ultimas fracciones de
nitrogeno y el contenido de amonio debido a que su extensa etapa de maduracion

permite la aparicion de estos compuestos.

1V.3.5. Aplicacion del modelo de prediccion a quesos comerciales
El modelo se aplico a seis quesos del mercado de distintas marcas comerciales.
La composicion global y los pardmetros fisicoquimicos determinados en los mismos se

presentan en la Tabla IV.23.

Tabla IV.23. Composicion global y parametros fisicoquimicos de los quesos Reggianito

comerciales.

Muestras M1 M2 M3 M4 M5 M6

% Materia grasa
en el Extracto 37,23 38,56 33,77 36,96 34,772 43,13
Seco

%PT 30,88 30,39 32,15 32,41 31,46 29,09

%humedad 34,59 32,55 36,57 34,80 39,28 35,33
%NS-pH4,6/NT 21,57 17,41 13,67 21,83 12,02 19,89
%NS-TCA/NT 19,04 14,74 10,98 18,81 10,10 17,22
%NS-PTA/NT 12,05 5,15 454 12,06 4,12 11,30

%NH4/NT 0,90 0,71 0,48 0,91 0,37 0,82

En la Tabla IV.24 se presentan los tiempos de maduracién predichos por el

modelo multivariado junto con el intervalo de confianza de la prediccion (2x RMSEP).
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Tabla 1V.24. Tiempos de maduracion predichos para los quesos Reggianito

comerciales.

Tiempo predicho
Muestras ( 37 dias)

M1 158
M2 119
M3 68

M4 157
M5 41

M6 140

Se puede observar que todas las muestras se encontraron dentro de los rangos
reglamentarios en cuanto a su composiciéon global a excepcion de M3 y M5 que
presentaron un %humedad ligeramente superior al maximo establecido (35,9%). Si
comparamos los tiempos predichos con el minimo establecido por la legislacion para
esta variedad (180 dias para hormas de 4 a 10 Kg) se encontr6 que las muestras
mencionadas presentaron un tiempo de maduracidon significativamente inferior al
minimo. Al desconocerse la tecnologia utilizada en estos quesos y los insumos
utilizados en su elaboracion resulta dificil hacer un prondstico de cual es la causa de
este tan bajo tiempo de maduracion, haciendo notar que estos quesos pertenecen a una
marca de segunda linea. Las muestras M1 y M4 presentaron un tiempo de acuerdo al
valor reglamentario y para las restantes muestras (M2 y M6) los valores calculados
estan ligeramente por debajo del establecido. Para esta variedad de queso, tampoco
resulta sorprendente encontrar que la mayoria de muestras no respondan a los valores
reglamentarios ya que es muy comun encontrar en el mercado quesos que no respondan

a la calidad de un queso bien maduro.
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V. CONCLUSIONES

V.1. Queso Cremoso

Se consideraron a los quesos de calibracion aptos para obtener el modelo de
prediccion buscado debido a que la composicion global y la calidad sensorial de los
mismos se encontraron dentro de los rangos normales.

El analisis univariado permitid notar que para esta variedad de queso, las
variables que presentaron una relacion lineal significativa con el tiempo de maduracion
fueron: las tres fracciones nitrogenadas expresadas como porcentaje del nitrégeno total
y la relacion CN-as;-I /(CN-ag; + CN- ag;-I) determinada por electroforesis, quedando
descartadas la humedad, el pH y el contenido de amonio.

El andlisis exploratorio multivariado permitié observar que las muestras se
agruparon por su tiempo de maduracion y ademads seleccionar las variables apropiadas
para la posterior aplicacion de métodos de regresion, que fueron las tres fracciones
nitrogenadas y la relacion CN-og;-1 /(CN-as; + CN-ag;-I), en forma coincidente a lo
hallado en el analisis univariado.

Mediante aplicacion de PLS se obtuvo un modelo de regresion con las variables
elegidas anteriormente. El mismo presentd una alta correlacion (R = 0,99) y un bajo
error de estimacion (RMSEP ~ 2 dias para un periodo de maduracion de 30 dias) y el
%NS-pH 4,6/NT, el %NS-TCA/NT vy la relaciéon CN-ag;-I/(CN-as; + CN-ag;-I) fueron
las variables con los mayores coeficientes de regresion estandarizados. Es decir, estas
variables fueron las de mayor importancia en la prediccion del tiempo de maduracion de
queso Cremoso, en concordancia con el hecho de que las mismas son indicadores de
una protedlisis no tan avanzada como la que ocurre en este tipo de queso. Luego le

siguid en importancia el %NS-PTA-NT, la cual contiene productos de la prote6lisis
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secundaria que aparecen mas notoriamente en quesos con periodos de maduracion mas
prolongados.

El modelo obtenido se aplico a quesos de distintas marcas comerciales
encontrandose algunas muestras con tiempos de maduracion predichos menores al

minimo establecido por el CAA.

V.2. Queso Pategras

Se consideraron a los quesos de calibracion aptos para obtener el modelo de
prediccion buscado debido a que su composicion global y calidad sensorial se
encontraron dentro de los rangos reglamentarios.

El analisis univariado permitid notar que para esta variedad de queso, las
variables que presentaron una relacion lineal significativa con el tiempo de maduracion
fueron: la humedad y las tres fracciones nitrogenadas expresadas como porcentaje del
nitrégeno total, quedando descartados el pH y el contenido de amonio.

El andlisis exploratorio multivariado permitid observar que las muestras se
agruparon por su tiempo de maduracion y ademds seleccionar las variables apropiadas
para la posterior aplicacion de métodos de regresion, que fueron la humedad, las tres
fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio.

Mediante aplicacion de PLS se obtuvo un modelo con las variables elegidas
anteriormente. El mismo presentd una alta correlacion (R = 0,98) y un bajo error de
estimacion (RMSEP ~ 5 dias para un periodo de maduracion de 50 dias). Debido a que
para el contenido de amonio se obtuvo un coeficiente de regresion algo inferior,
sefialando una menor importancia del mismo como variable predictora, hecho que
coincidio con la menor correlacion encontrada en el analisis univariado, se obtuvo un

modelo reducido elimindndola como variable predictora. Si se comparan estos modelos,
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se observo que la eliminacion del contenido de amonio sélo aumenta ligeramente el
RMSEP. Por lo tanto, se consideré6 como mas adecuado el modelo reducido debido a
que esta variable no aporta informacion relevante en la prediccion de la edad de esta

variedad de queso.

El modelo obtenido se aplico a quesos de distintas marcas comerciales

encontrandose valores normales para este tipo de queso.

V.3. Queso Reggianito

Se consideraron a los quesos de calibracion aptos para obtener el modelo de
prediccion buscado debido a que su composicion global y calidad sensorial de los
mismos se encontraron dentro de los rangos reglamentarios.

El analisis univariado permitid notar que para esta variedad de queso, las
variables que presentaron una relacion lineal significativa con el tiempo de maduracion
fueron: la humedad, las tres fracciones nitrogenadas expresadas como porcentaje del
nitrégeno total y el contenido de amonio, quedando descartado el pH.

El andlisis exploratorio multivariado permitié observar que las muestras se
agruparon por su tiempo de maduracion y ademads seleccionar las variables apropiadas
para la posterior aplicacion de métodos de regresion, que fueron la humedad, las tres
fracciones nitrogenadas y el contenido de amonio.

Mediante aplicacion de PLS se obtuvo un modelo de regresion con las variables
seleccionadas anteriormente. El mismo presentd una alta correlacion (R = 0,98) y un
bajo error de estimacion (RMSEP ~ 18 dias para un periodo de maduracion de 180
dias). En este modelo, todas las variables presentaron coeficientes de regresion

estandarizados similares, es decir, todas estas variables tuvieron la misma importancia
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en la prediccion del tiempo de maduracion de queso Reggianito. Las mismas son
indicadoras de dos procesos muy importantes que ocurren en este tipo de queso: la
evaporacion de agua representada por el contenido de humedad y una protedlisis
profunda representada por las tres fracciones nitrogenadas y por el contenido de
amonio.

El modelo obtenido se aplico a quesos de distintas marcas comerciales
encontrandose a la mayoria de muestras por debajo del tiempo de maduracion minimo

establecido por el CAA para esta variedad.
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Tabla Al. Resultados obtenidos del andlisis sensorial de los quesos Cremoso de

calibracion al final de la maduracion.

Atributo
. Puntaje
Queso  Panelista Aspecto Sabor |
Aroma Textura  Sabor . total
gral residual

1 5,7 7,7 3,1 4,3 6,1 49,4
2 9,0 9,0 9,0 8,0 9,0 87,0
3 2,2 4,3 3,2 4,7 4,1 38,6

4
5,7 6,7 6,6 6,6 7,7 66,4
> 9,0 8,0 7,0 9,0 10,0 83,0
6 5,1 5,0 4,8 1,3 0,7 34,1
7 9,0 8,8 5,0 8,8 9,7 77,7
8 6,0 8,0 6,0 6,0 8,0 66,0
! ? 7,7 6,5 6,9 6,5 7,6 68,5

10
3,0 35 1,2 34 38 27,6
1 2,5 7,0 4,0 3,1 31 40,9

12
8,9 8,7 2,2 3,5 2,0 45,4

13
8,0 7,8 7,3 7,7 8,7 77,3

14
6,5 54 4,0 6,3 8,4 56,6

15
9,0 8,0 8,0 8,0 8,0 81,0

16
7,0 6,0 5,1 7,5 6,9 63,7

17
3,9 7,2 4,7 8,1 8,3 65,0

18
8,5 6,0 4,1 2,0 5,3 44,1
1 10,0 9,1 10,0 10,0 10,0 98,2
2 2 9,0 8,0 8,0 9,0 9,0 85,0
3 6,8 7,2 7,7 7,8 7,9 75,6
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4 7.0 7.3 8,1 7,5 8,1 76,5
3 9,0 9,0 8,0 9,0 10,0 88,0
6 9,3 9,0 5,6 45 4,8 62,4
7 9,0 9,7 9,8 9,8 8,8 96,0
8 10,0 8,0 8,0 8,0 10,0 84,0
9 7.7 9,0 9,6 9,7 9,8 93,4
10

7,5 8,0 9,2 8,0 7,1 82,2
11

7.4 8,6 8,6 8,5 8,3 84,2
12

7.8 8,7 8,4 8,4 8,8 84,4
13

6,7 8,2 8,2 8,5 8,7 81,9
14 7.8 8,0 7.8 8,0 9,2 80,4
15

10,0 9,0 9,0 10,0 10,0 95,0
16

5,3 2,6 6,7 2,1 4,7 41,6
17

8,5 8,6 9,2 7,0 7.0 81,3
18

6,9 8,5 9,0 8,0 9,2 84,1
! 7,2 8,5 8,5 6,7 6,7 76,5
2 9,3 7.3 7.1 8,3 9,3 79,4
3 9,6 7.8 7.6 9,5 9,6 86,1
4

3,2 2,5 3,2 2,9 2,3 28,8
5 9,5 8,4 7.1 7.5 9,0 79,1
6 9,1 8,1 8,3 9,4 9,6 88,0
7 7.2 7.8 6,6 7.3 7.4 71,9
8 7,1 8,2 9,0 6,5 5,3 75,3
9 8,0 8,5 7.6 8,0 8,7 80,5
10

6,0 7,0 7,0 8,0 8,0 73,0
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1 8,0 7,0 7,0 6,0 6,0 67,0
12

10,0 9,0 10 10,0 10,0 98,0
1 7,2 8,5 8,5 8,0 8,0 81,7
2 7,4 9,2 9,6 8,2 8,1 87,3
3 8,3 9,0 9,6 8,5 8,4 89,0
4 9,4 9,0 9,4 8,9 9,0 91,3
> 9,8 9,8 9,6 9,7 9,5 96,8
6 9,4 9,3 9,0 9,9 9,8 94,5
7 8,6 8,8 8,9 8,9 8,9 88,5
8 8,9 8,3 8,8 9,0 9,2 88,1
? 9,3 9,8 9,8 9,2 9,8 95,7
10

9,0 9,0 9,0 8,0 8,0 86,0
11

9,0 9,0 9,0 9,0 9,0 90,0
12

9,0 10,0 10,0 9,0 9,0 95,0
1 6,2 8,0 8,0 7,7 7,5 76,8
2 6,4 8,4 8,8 7,2 8,6 79,8
3 9,8 9,8 9,6 9,8 9,8 97,4
4 3,2 8,0 4,9 4,6 3,0 50,7
> 9,1 9,8 8,8 8,0 7,0 86,1
6 7,0 8,7 9,2 8,5 9,0 86,5
7 6,2 8,2 7,6 6,5 6,5 71,4
8 9,5 9,6 9,6 9,6 9,2 95,5
? 9,3 9,5 9,5 9,5 9,6 94,9
10

8,2 9,1 8,4 8,3 8,3 84,8
11

6,5 7,3 7,2 6,2 6,4 67,7
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12 9,3 7,8 8,4 8,9 8,4 85,2
13

8,4 9,2 7,8 9,0 9,2 86,4
14 8,0 9,0 9,0 8,0 8,0 85,0
1 5,6 7,6 7,1 8,3 8,6 75,6
2 8,1 9,5 9,6 8,5 9,0 90,4
3 9,9 8,0 9,8 9,4 8,9 92,4
4

1,8 7,2 2,4 2,0 2,5 31,9
> 8,5 7,5 7,8 8,7 7,6 80,6
6 8,9 9,2 7,0 8,9 8,7 83,7
7 8,4 8,5 8,9 9,0 8,9 88,0
8 8,3 9,6 10,0 8,1 8,6 90,4
9 7,7 7,5 8,5 6,0 8,4 74,6
10

9,2 7,8 9,0 7,2 6,8 80,2
11

7,8 9,0 7,9 9,1 8,2 85,0
12

7,3 6,1 7,2 4,7 3,0 58,2
13

9,4 8,4 8,9 6,3 7,0 78,8
14 8,0 9,0 9,0 9,0 9,0 89,0
1 8,2 8,3 8,4 8,2 7,8 82,4
2

6,5 7,5 8,0 4.6 4,2 63,5
3 9,6 9,7 8,6 9,7 9,7 93,6
4

9,2 9,3 9,0 7,7 8,4 86,3
5 8,7 9,3 9,7 8,8 8,5 91,3
6 9,3 9,3 9,2 7,8 8,5 87,4
7 8,6 8,1 8,1 7,2 7,5 78,2
8 9,5 8,0 8,2 6,8 7,0 77,5
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9 2,4 3,9 3,9 2,4 2,0 31,1
10 9,4 7.6 8,1 9 8,8 84,7
11

9,4 9,4 7.8 3,2 5,3 66,5
1 7,8 8,2 8,3 9,1 9,2 85,6
2 7.0 7.2 7.6 8,0 8,2 76,4
3 8,6 8,5 8,7 8,9 8,9 87,3
4

7,7 8,0 9,5 7,1 8,6 82,1
3 7.4 9,3 9,5 7.6 7.8 85,1
6 6,7 7,0 7.6 7,5 8,4 74,4
7 8,2 8,4 8,7 8,5 8,7 85,3
8 8,7 8,9 9,2 7.6 8,8 85,7
9 7.9 6,5 5.4 6,1 6,2 61,6
10

8,0 8,1 8,6 8,9 9,0 85,7
11

9,3 8,5 8,5 9,5 9,5 89,8
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Tabla A2. Contenido de humedad para los quesos Cremoso de calibracion durante la

maduracion.

Tiempo de maduracion

(dias) % humedad
ias
0 49,16
0 51,28
0 49,39
0 50,70
0 49,82
0 48,19
0 50,28
0 49,72
9 48,97
9 47,82
9 50,18
9 49,70
15 47,40
15 50,70
15 48,52
15 50,46
22 48,10
22 47,21
22 49,97
22 48,95
30 47,34
30 50,51
30 48,22
30 49,99
30 48,11
30 46,81
30 49,05
30 48,54
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Resumen Regresion %Humedad vs tiempo Cremoso

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon
multiple 0,42
Coeficiente de
determinacién
RA2 0,18
R”2 ajustado 0,14
Error tipico 1,12
Observaciones 28,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de  Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresién 1,00 7,03 7,03 5,56 0,03
Residuos 26,00 32,85 1,26
Total 27,00 39,88
Error Superior Inferior

Coeficientes tipico Estadisticot Probabilidad Inferior95% 95%  95,0%
Intercepcion 49,75 0,34 144,41 2,68E-39 49,04 50,46 49,04
Variable X 1 -0,04 0,02 -2,36 0,03 -0,08 -0,01 -0,08
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Tabla A3. Valores de pH para los quesos Cremoso de calibracion durante la

maduracion.

Tiempo de maduracion

, pH
(dias)

0 5,20
0 5,15
0 5,15
0 5,05
0 5,20
0 5,15
0 5,20
0 5,30
9 5,15
9 5,20
9 5,30
9 5,30
15 5,30
15 5,15
15 5,20
15 5,18
22 5,30
22 5,30
22 5,40
22 5,35
30 5,35
30 5,20
30 5,19
30 5,15
30 5,20
30 5,30
30 5,40
30 5,30
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Resumen Regresion pH vs tiempo Cremoso

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon

multiple 0,46
Coeficiente de

determinacién

R"2 0,21
R"2 ajustado 0,18
Error tipico 0,08
Observaciones 28,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio Valor
Grados de  Sumade de los critico de
libertad cuadrados cuadrados F F
Regresion 1,00 0,04 0,04 7,05 0,01
Residuos 26,00 0,16 0,01
Total 27,00 0,21
Estadistico Inferior  Superior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepcion 5,19 0,02 214,42 9,30E-44 5,14 5,24
Variable X 1 0,00 0,00 2,66 0,01 0,00 0,01
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Tabla A4. Fraccionamiento de Nitrogeno para los quesos Cremoso de calibracion

durante la maduracion.

Tiempo de
%NSPpH 4,6 %NSTCA %NSPTA
madur acion (dias) INT INT INT
0 4,83 2,39 0,70
0 4,95 1,95 0,88
0 4,79 2,30 1,10
0 5,42 2,39 1,11
0 4,97 2,59 0,46
0 4,61 1,82 0,51
0 5,51 2,62 0,67
0 5,41 3,00 1,05
9 6,47 3,01 0,92
9 6,82 2,67 0,85
9 6,15 3,09 1,11
9 7,44 3,09 1,12
15 7,36 3,01 0,87
15 7,27 3,07 0,95
15 7,16 4,44 1,63
15 7,24 3,82 1,50
22 9,39 5,37 1,44
22 8,47 5,02 1,05
22 8,54 3,71 1,13
22 8,83 4,21 1,22
30 9,27 4,66 1,43
30 10,41 4,84 1,35
30 9,96 5,46 1,93
30 10,01 4,89 1,75
30 11,23 5,87 1,79
30 9,25 5,61 1,39
30 10,54 5,14 2,01
30 9,38 5,79 1,53
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Resumen Regresion %NSpH4,6/NT vs tiempo Cremoso

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon
mdltiple 0,97
Coeficiente de
determinacion
RM2 0,95
R"2 ajustado 0,94
Error tipico 0,49
Observaciones 28,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de  Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresién 1,00 106,86 106,86 446,81 6,69E-18
Residuos 26,00 6,22 0,24
Total 27,00 113,08
Error Estadistico Superior  Inferior

Coeficientes tipico t Probabilidad Inferior 95%  95% 95,0%
Intercepcion 5,07 0,15 33,80 5,12E-23 4,76 5,37 4,76
Variable X 1 0,16 0,01 21,14 6,69E-18 0,15 0,18 0,15
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Resumen Regresion %NS-TCA/NT vs tiempo Cremoso

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacion

multiple 0,93
Coeficiente de

determinaciéon

R~2 0,86
R"2 ajustado 0,86
Error tipico 0,49
Observaciones 28,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio Valor
Grados de  Suma de de los critico de
libertad cuadrados cuadrados F F
Regresién 1,00 38,62 38,62 162,85 1,06E-12
Residuos 26,00 6,17 0,24
Total 27,00 44,79
Error Inferior Superior Inferior
Coeficientes tipico Estadistico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 2,28 0,15 15,28 1,66E-14 1,97 2,59 1,97
Variable X 1 0,10 0,01 12,76 1,06E-12 0,08 0,11 0,08
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Resumen Regresion %NS-PTA/NT vs tiempo

Cremoso

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,79
Coeficiente de
determinacion
R"2 0,63
R"2 ajustado 0,62
Error tipico 0,25
Observaciones 28,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de  Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1,00 2,84 2,84 44,23 4,70E-07
Residuos 26,00 1,67 0,06
Total 27,00 4,51
Error Estadistico Superior Inferior
Coeficientes  tipico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0%
Intercepcion 0,79 0,08 10,15 1,54E-10 0,63 0,95 0,63
tiempo 0,03 0,00 6,65 4,70E-07 0,02 0,04 0,02

13
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Tabla A5. Urea-PAGE para los quesos Cremoso de calibracion durante la maduracion:
areas bajo la curva obtenidas en la cuantificacion de las bandas electroforéticas y
relacion CN-og-I /(CN-ag; + CN- ag;-I) calculado.

Tiempo de
. ) Area de la Area de la CN-ag;-1/
maduracion (dias)  panda CN-ag;  banda CN- 0g;-I  (CN-0g; + CN- ag-I)
0 72,36 2,99 0,040
0 61,37 1,30 0,021
0 74,66 2,91 0,038
0 65,29 1,08 0,016
0 63,88 3,40 0,051
0 68,59 1,91 0,027
0 60,08 2,72 0,043
0 53,25 8,81 0,142
9 51,81 16,26 0,239
9 50,52 7,48 0,129
9 62,38 7,10 0,102
9 47,29 15,16 0,243
15 51,10 10,99 0,177
15 37,16 7,29 0,164
15 54,54 9,28 0,145
15 32,00 6,14 0,161
22 59,15 19,81 0,251
22 33,57 26,23 0,439
22 47,90 14,54 0,233
22 43,87 20,80 0,322
30 30,75 29,12 0,486
30 45,88 21,14 0,315
30 34,46 30,16 0,467
30 4597 21,42 0,318
30 33,64 36,78 0,522
30 22,45 35,37 0,607
30 32,40 17,57 0,352
30 28,04 25,58 0,477
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Resumen Regresion Electroforesis vs tiempo
Cremoso

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién

multiple 0,90
Coeficiente de

determinacion

R"2 0,81
R"2 ajustado 0,80
Error tipico 0,08
Observaciones 28,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio Valor
Grados de Sumade de los critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
7,89E-
Regresion 1,00 0,66 0,66 109,86 11
Residuos 26,00 0,16 0,01
Total 27,00 0,82
Error Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 0,04 0,02 1,56 0,13 -0,01 0,09 -0,01
Variable X 1 0,01 0,00 10,48 7,89E-11 0,01 0,02 0,01
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Tabla A6. Contenido de amonio para los quesos Cremoso de calibracion durante la

maduracion.
Tiempode
ppm NH4 %NH4 (gN)/NT
madur acion (dias)
0 21,4 0,061
0 20,3 0,062
0 43,7 0,140
0 39,7 0,126
0 52,0 0,154
0 46,4 0,135
0 27,8 0,090
0 27,8 0,095
9 50,8 0,150
9 40,6 0,118
9 24,1 0,078
15 18,2 0,052
15 15,0 0,045
15 42,77 0,137
15 49,7 0,158
22 56,5 0,167
22 44,2 0,129
22 31,3 0,101
22 28,6 0,098
30 20,4 0,059
30 14,5 0,044
30 55,3 0,177
30 47,7 0,152
30 435 0,129
30 43,6 0,127
30 32,6 0,106
30 26,6 0,091
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Resumen Regresion %NH4(gN) /NT vs tiempo

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacion

multiple 0,04
Coeficiente de
determinacion

R~2 1,52E-03
R"2 ajustado -0,04
Error tipico 0,04
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio Valor
Grados de  Suma de de los critico de
libertad cuadrados cuadrados F F

Regresién 1,00 6,13E-05 6,13E-05 0,04 0,85
Residuos 25,00 0,04 1,61E-03
Total 26,00 0,04

Coeficient Estadistic Inferior Superior Inferior

es Error tipico ot Probabilidad 95% 95% 95,0%

Intercepcion 0,11 0,01 8,38 1,00E-08 0,08 0,14 0,08
Variable X 1 1,29E-04 6,60E-04 0,19 0,85 -1,23E-03 1,49E-03 -1,23E-03
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PCA Cremoso (3 CP solucion no rotada)

Correlation Matrix

HUMEDAD PH NSPH4.6 NSTCA NSPTA ELECTROF NH4
Correlation HUMEDAD 1,000 -,384 -,362 -,461 -,183 -,584 -,224
PH -,384 1,000 444 428 ,251 472 -,241
NSPH4.6 -,362 444 1,000 ,923 ,811 ,870 ,078
NSTCA -,461 428 ,923 1,000 ,827 ,901 ,230
NSPTA -,183 ,251 811 ,827 1,000 677 272
ELECTROF -,584 472 ,870 ,901 677 1,000 ,105
NH4 -,224 -,241 ,078 ,230 272 , 105 1,000
a. Determinant = 1,672E-03
KMO and Bartlett's Test
Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling
Adequacy. ,781
Bartlett's Test of Approx. Chi-Square 152,382
Sphericity df 21
Sig. ,000
Anti-image Matrices
HUMEDAD PH NSPH4.6 NSTCA NSPTA ELECTROF NH4
Anti-image Covariance HUMEDAD ,465 ,141 | -3,73E-02 |1,117E-02 | -8,91E-02 ,108 , 175
PH 141 ,623 | -1,82E-02 | -2,67E-02 |[1,934E-02 1,006E-02 ,230
NSPH4.6 -3,734E-02 | -1,82E-02 ,107 | -4,19E-02 | -4,56E-02 | -3,345E-02 |6,729E-02
NSTCA 1,117E-02 | -2,67E-02 | -4,19E-02 |7,422E-02 | -4,95E-02 -4,550E-02 | -6,64E-02
NSPTA -8,912E-02 |1,934E-02 | -4,56E-02 | -4,95E-02 231 2,245E-02 | -8,59E-02
ELECTROF ,108 |1,006E-02 | -3,35E-02 | -4,55E-02 |2,245E-02 , 123 | 5,561E-02
NH4 175 ,230 | 6,729E-02 | -6,64E-02 | -8,59E-02 5,561E-02 ,616
Anti-image Correlation HUMEDAD 6542 ,262 -, 167 |6,012E-02 -,272 451 327
PH ,262 ,7912| -7,05E-02 -,124 |5,096E-02 3,631E-02 ,371
NSPH4.6 -, 167 | -7,05E-02 ,8412 =471 -,290 -,291 ,262
NSTCA 6,012E-02 -,124 -471 ,7982 -,378 -, 476 -,311
NSPTA -,272 |5,096E-02 -,290 -,378 ,8412 ,133 -,228
ELECTROF 451 | 3,631E-02 -,291 -,476 ,133 ,8192 ,202
NH4 327 371 ,262 -,311 -,228 ,202 ,3348

a. Measures of Sampling Adequacy(MSA)
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Communalities

Initial Extraction
HUMEDAD 1,000 ,924
PH 1,000 , 756
NSPH4.6 1,000 ,936
NSTCA 1,000 ,954
NSPTA 1,000 ,893
ELECTROF 1,000 ,891
NH4 1,000 ,891

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Total Variance Explained

Initial Eigenvalues

Extraction Sums of Squared Loadings

Component Total % of Variance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative %
1 4,035 57,642 57,642 4,035 57,642 57,642
2 1,261 18,018 75,660 1,261 18,018 75,660
3 ,949 13,562 89,222 ,949 13,562 89,222
4 ,443 6,333 95,555
5 174 2,489 98,044
6 8,276E-02 1,182 99,227
7 5,414E-02 773 100,000

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Scree Plot

Eigenvalue

1

2 3

Component Number
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Component Matrix@

Component
1 2 3
HUMEDAD ,573 | 6,098E-02 ,769
PH ,544 -,653 -,183
NSPH4.6 ,936 | -2,64E-02 ,243
NSTCA ,967 |9,027E-02 ,108
NSPTA ,821 ,262 ,388
ELECTROF ,940 | -6,66E-02 | -4,86E-02
NH4 ,202 ,866 -,317

Extraction Method: Principal Component Analysis.
a. 3 components extracted.

PCA Cremoso (3 CP solucion rotada)

Communalities

Initial Extraction
HUMEDAD 1,000 ,924
PH 1,000 , 756
NSPH4.6 1,000 ,936
NSTCA 1,000 ,954
NSPTA 1,000 ,893
ELECTROF 1,000 ,891
NH4 1,000 ,891

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Total Variance Explained

Initial Eigenvalues

Extraction Sums of Squared Loadings

Rotation Sums of Squared Loadings

Component | Total  [% of Variance | Cumulative % | Total  |% of Variance | Cumulative % | Total  |% of Variance | Cumulative %
1 4,035 57,642 57,642 4,035 57,642 57,642 3,430 48,999 48,999
2 1,261 18,018 75,660 1,261 18,018 75,660 1,576 22,515 71,514
3 ,949 13,562 89,222 ,949 13,562 89,222 1,240 17,708 89,222
4 443 6,333 95,555
5 174 2,489 98,044
6 B,276E-02 1,182 99,227
7 b,414E-02 773 100,000

Extraction Method: Principal Component Analysis.
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Rotated Component Matri®

Component
1 2 3
HUMEDAD -177 -,934 -,141
PH ,328 ,553 -,585
NSPH4.6 ,939 ,212 | -9,60E-02
NSTCA ,923 ,315 | 5,188E-02
NSPTA ,934 | -3,15E-02 ,144
ELECTROF ,813 476 | -5,77E-02
NH4 ,153 ,162 ,918

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Rotation Method: Varimax with Kaiser Normalization.
a. Rotation converged in 5 iterations.

Component Transformation Matrix

Component 1 2 3

1 ,896 444 -,007
2 ,123 -,234 ,964
3 427 -,865 -,264

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Rotation Method: Varimax with Kaiser Normalization.
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ANALISISDISCRIMINANTE CREMOSO

Classification variable: tiempo

Independent variables: Electroforesis, humedad, pH, NspH46, NsPTA, NsTCA
Number of complete cases: 28

Number of groups: 5

Discriminant Eigenvalue Relative Canonical
Function Percentage Correlation

1 28,1908 97,13  0,98272

2 0,573387 1,98  0,60368

3 0,16954 0,58  0,38074

4 0,0912914 0,31 0,28923
Functions Wilks Chi-Square DF P-Value
Derived  Lambda

1 0,0170594 87,5277 24 0,0000
2 0497976 14,9899 15 0,4521
3 0,78351 5,2454 8 00,7311

4 0916346 1,8783 30,5980

Classification Table

Actual  Group Predicted tiempo
tiempo Size 0 9 15 22 30
0 8 8 0 0 0 0

(100,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)
9 4 0 4 0 0 0

( 0,00%)  (100,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)
15 4 0 2 2 0 0

( 0,00%)  (50,00%)  (50,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
22 4 0 0 0 4 0

( 0,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)  (100,00%)  ( 0,00%)
30 g8 0 0 0 0 8

( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) (100,00%)

Percent of cases correctly classified: 92,86%

22



Apéndice

Tabla A7. Resultados obtenidos del andlisis sensorial de los quesos Pategras de

calibracion al final de la maduracion.

Atributo
. Puntaje
Queso  Panelista Aspecto Sabor
Aroma Textura  Sabor . total
general residual
1 9.2 9.4 9.3 8.5 9.2 90,7
2 6.5 8.3 7.9 6.2 6.5 73
3 53 9.0 7.1 8.5 6.5 78.5
4 7.9 9.6 9.4 7.9 7.9 87.1
5 75 8.2 8.5 73 7.4 78.4
1 6
9.7 0.8 9.0 9.6 9.7 95.6
7 6.8 8.4 9.0 9.0 9.0 86.0
8 9.3 9.0 9.1 8.1 8.7 87.5
9 6.8 73 6.8 7.9 8.0 74.0
10 8.9 9.5 9.6 9.0 9.0 92.6
1 6.5 10,0 10,0 9.8 9.6 95.5
2 1
9.6 8.2 9.3 9.2 7.4 87.8
2 8.7 9.4 9.4 8.9 9.1 915
3 9.2 9.1 9.2 7.7 9.3 87.3
4 8.2 9.5 9.5 9.2 9.4 92,7
3 8.3 7.3 8.5 8.5 8.6 81.3
6 9.0 8.0 9.5 8.9 8.8 87.5
7 8.4 8.5 73 8.4 8.6 82,3
8 7.1 6.6 6.4 43 5.6 58.2
? 8.4 8.3 8.1 9.0 8.6 85.1
10
0.8 9.7 9.1 8.4 7.7 90.0
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1 8,1 5.6 9,6 8,1 9,5 77,9
! 6,0 5,0 6,0 7,0 7,0 61,0
2 9.4 7.1 8.6 9,3 74 83,2
3 9,0 7,0 8,0 8,0 7,0 77,0
4 9,3 35 72 9,1 74 68,9
> 7,0 6,0 9,0 7,0 7,0 71,0
6 76 9,1 8,9 7.1 6,3 80,3
7 1.8 1,5 1,9 33 2,7 22,7
8 6,6 47 7.6 9,3 9,3 71,6
? 76 6,5 8,2 9,6 8.4 80,7
10 8,1 6,0 59 7,6 7,6 63,3
1 9,0 6,8 8.6 8.6 8.8 81,2
12 5.8 2,1 7,5 2,1 1,7 35,1
13 6.4 53 5.6 6,2 51 572
14 5.6 4,7 9,8 51 74 62,0
! 8,0 9,0 9,0 9,0 9,0 89,0
2 8.8 8.8 7,6 8,6 8,9 85,1
3 8,0 8,0 9,0 9,0 9,0 86,0
4 9.2 9.2 9,3 9,1 9,1 91,8
> 8,0 7,0 9,0 9,0 9,0 83,0
6 9,3 9.4 8.2 83 6,3 85,1
7 9.9 9.9 10,0 10,0 9,9 99,5
8 9.2 8.8 9,1 6,6 6,8 80,4
? 8,7 8,9 9,3 9,8 9,6 93,0
10 8,1 8,5 8,3 8,0 8.3 82,5
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1 8.0 8.8 8.3 8.7 8.9 86.0
12

8.5 8.9 8.3 7.9 7.9 83.4
13

8.1 9.2 8.8 7.9 8.8 85.8
14

9.7 9.7 9.6 9.6 9.6 96,4
! 9.0 9.6 8.4 9.5 9.9 93.0
2 9.0 5.0 6.0 7.0 6.0 63.0
3 8.2 72 8.3 8.2 6.9 77.9
4 8.0 9.2 9.0 8.8 9.2 89.2
> 6.4 8.1 7.9 7.7 7.9 77.5
6 73 7.1 7.0 5.0 5.2 62.8
7 8.1 8.7 8.6 8.8 8.8 86.6
8 8.0 7.5 5.5 7.8 7.0 71.9
9 7.0 4.8 8.6 7.0 7.0 66.6
10 9.0 8.8 9.2 9.9 10,0 93.5
11 9.4 10,0 6.9 7.9 6.0 82.9
12

9.2 7.6 7.4 7.4 8.3 773
13

7.1 6.0 6.8 6.8 8.1 67.2
14

8.6 8.4 8.0 7.4 7.4 79.4
15 9.6 9.0 9.8 6.8 8.8 85.4
16 8.2 6.3 8.7 9.0 9.0 20.5
! 10,0 10,0 10,0 10,0 9.4 99 4
2 9.0 8.0 8.0 9.0 9.0 85.0
3 10,0 9.2 10,0 9.4 7.9 93,7
4 9.5 9.4 8.2 9.5 9.4 92.0
3 8.5 6.5 7.6 7.8 8.2 74.8
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6 8,0 9,0 9,2 9,5 9,1 91,0
7 8.4 8,6 8,7 9,0 8,6 87,2
8 9,8 9,8 9.9 9.9 100 987
? 52 9.4 6,8 5,0 50 67,2
10 10,0 10,0 9,8 9,8 9,7 98,7
1 6,6 6,6 10,0 8.6 9.4 81,6
12 7.0 8,9 8,0 9,0 9,0 85,7
13 8,5 9.4 8,9 8,7 9,0 89,6
14 7,9 8.8 8.6 6,8 72 79,1
15 9.8 9.8 9,7 9,9 9,0 97,3
16 8,9 77 8,7 8,0 8.9 82,3
I 9,1 6,6 8,0 72 8,0 74,5
2 7.0 7,0 8,0 8,0 8,0 76,0
3 8.3 44 4,1 6,0 57 53,4
4 8,3 6,1 6,6 5.9 5.9 63,4
> 7,0 6,5 6,0 6,5 72 65,2
6 8,0 7.0 7,6 34 6,3 60,7
7 8.9 78 7,9 81 6,4 78,8
8 9.4 6,7 8,2 6,0 74 71,3
? 8,0 7,0 7,0 7,0 7,0 71,0
10 6,1 6,2 6,2 55 55 59,1
1 6,7 52 7,0 5.9 5.9 59,9
! 9,1 78 9,5 9,6 8.8 89,1
2 9,0 6,0 7,0 9,0 9,0 77,0
3 6,8 7.1 7 7,6 7,6 72,5
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10

11

8,5
7,9
8,8
9,0
8,9
9,0
9,1

9,3

6,4
7,6
8,2
9,0
7,8
9,0
8,4

8,8

7,7
7,9
8,8
8,9
8,8
9,0
9,2

9,4

8,3
8,2
8,8
9,1
8,5
9,0
9,2

9,5

8,6
8,3
9,4
9,0
8,4
9,0
9,0

9,5

76,6
79,4
86,8
90,1
83,8
90,0
89,3

92,5
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Tabla A8. Contenido de humedad para los quesos Pategras de calibracion durante la

maduracion.

Tiempo de maduracion

(dias) % humedad
ias
0 42,50
0 41,09
0 43,14
0 40,71
0 43,13
0 41,37
0 41,42
12 42,06
12 40,70
12 42,15
12 40,03
25 40,98
25 39,73
25 40,89
25 40,05
38 38,84
38 39,43
38 38,66
38 40,13
50 39,12
50 39,58
50 39,70
50 37,77
50 38,37
50 38,13
50 36,80
50 38,15
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Resumen Regresion Humedad vs tiempo Pategras

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon
multiple 0,86
Coeficiente de
determinacién R"2 0,74
R”2 ajustado 0,73
Error tipico 0,86
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor
libertad cuadrados cuadrados F critico de F
Regresién 1,00 52,58 52,58 70,63 9,4602E-09
Residuos 25,00 18,61 0,74
Total 26,00 71,20
Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 41,99 0,27 154,01 9,5153E-39 41,43 4255 41,43
Variable X 1 -0,07 0,01 -8,40 9,4602E-09 -0,09 -0,05 -0,09
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Tabla A9. Valores de pH para los quesos Pategras de calibracion durante la maduracion.

Tiempo de maduracion H
(dias) P
0 5,45
0 5,45
0 5,30
0 5,40
0 5,40
0 5,45
0 5,60
12 5,35
12 5,50
12 5,50
12 5,40
25 5,40
25 5,65
25 5,41
25 5,49
38 5,60
38 5,60
38 5,50
38 5,40
50 5,40
50 5,35
50 5,43
50 5,50
50 5,60
50 5,60
50 5,50
50 5,40
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Resumen Regresion pH vs tiempo Pategras

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,23
Coeficiente de
determinacién
R"2 0,05
R"2 ajustado 0,01
Error tipico 0,09
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor
libertad cuadrados cuadrados F critico de F
Regresion 1,00 0,01 0,01 1,38 0,25
Residuos 25,00 0,21 0,01
Total 26,00 0,22
Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 5,44 0,03 188,54 6,0829E-41 5,38 5,50 5,38
Variable X 1 0,00 0,00 1,18 0,25 -7,81E-04 2,86E-03 -7,81E-04
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Tabla A10. Fraccionamiento de Nitrogeno para los quesos Pategras de calibracion

durante la maduracion.

Tiempo de
%NS pH 4,6 %NSTCA %NSPTA
madur acion (dias) INT INT INT
0 3,88 1,81 0,66
0 5,98 2,32 0,85
0 4,23 2,17 0,99
0 6,59 3,11 0,99
0 6,68 2,26 0,74
0 5,64 2,55 0,73
0 5,86 2,49 0,88
12 8,42 4,18 0,95
12 7,36 4,17 0,96
12 8,94 5,44 2,00
12 7,54 4,10 0,97
25 8,91 4,54 1,98
25 9,25 5,65 2,40
25 11,20 6,37 2,77
25 11,17 6,36 2,88
38 13,80 6,79 2,42
38 11,92 7,06 2,99
38 12,76 6,54 2,06
38 14,16 7,87 2,25
50 14,23 7,92 4,19
50 17,56 11,05 3,58
50 15,77 10,12 4,64
50 17,68 10,47 4,12
50 16,21 7,81 3,40
50 17,14 8,63 3,60
50 14,90 8,89 3,38
50 16,93 11,35 4,49
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Resumen Regresion %NS-pH 4,6/NT vs tiempo Pategras

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon

multiple 0,97
Coeficiente de

determinacion

R"2 0,94
R"2 ajustado 0,94
Error tipico 1,10
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1,00 486,01 486,01 403,49 6,1056E-17
Residuos 25,00 30,11 1,20
Total 26,00 516,12
Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 5,39 0,35 15,54 2,3384E-14 4,68 6,10 4,68
Variable X 1 0,21 0,01 20,09 6,1056E-17 0,19 0,23 0,19
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Resumen Regresion NS-TCA/NT vs tiempo Pategras

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,95
Coeficiente de
determinacion
R"2 0,90
R"2 ajustado 0,90
Error tipico 0,93
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresién 1,00 202,70 202,70 235,12 3,19E-14
Residuos 25,00 21,55 0,86
Total 26,00 224,25
Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes  Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 2,43 0,29 8,29 1,21E-08 1,83 3,04 1,83
Variable X 1 0,14 0,01 15,33 3,19E-14 0,12 0,16 0,12
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Resumen Regresion NS-PTA vs tiempo Pategras

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,93
Coeficiente de
determinacion
R”2 0,87
R"2 ajustado 0,86
Error tipico 0,48
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1,00 38,77 38,77 164,91 1,66E-12
Residuos 25,00 5,88 0,24
Total 26,00 44,65
Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%
Intercepcion 0,73 0,15 4,77 6,77E-05 0,42 1,05 0,42
Variable X 1 0,06 0,00 12,84 1,66E-12 0,05 0,07 0,05
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Tabla All. Contenido de amonio para los quesos Pategras de calibracion durante la

maduracion.

Tiempo de maduracion
ppm NH4 %NH4 (gN)/NT
(dias)
0 5,16 0,01
0 25,71 0,06
0 64,41 0,16
0 71,20 0,16
0 57,31 0,13
0 69,11 0,15
0 36,39 0,08
12 81,50 0,19
12 96,00 0,21
12 62,41 0,14
12 134,78 0,31
25 47,59 0,11
25 70,15 0,17
25 203,96 0,51
25 176,27 0,39
38 123,72 0,29
38 265,19 0,59
38 122,01 0,27
38 259,20 0,60
50 122,51 0,28
50 275,69 0,67
50 296,71 0,74
50 339,94 0,76
50 154,99 0,36
50 279,30 0,62
50 130,67 0,29
50 348,36 0,81
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Resumen Regresion %NH4(gN) /NT vs tiempo Pategras

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon

multiple 0,78
Coeficiente de

determinacion

RM2 0,60
R"2 ajustado 0,59
Error tipico 0,15
Observaciones 27,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresién 1,00 0,89 0,89 37,73 2,02E-06
Residuos 25,00 0,59 0,02
Total 26,00 1,48
Estadistico Superior  Inferior
Coeficientes  Error tipico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0%
2,01E-
Intercepcion 0,10 0,05 2,06 0,05 2,01E-04 0,20 04
Variable X 1 0,01 1,48E-03 6,14 2,02E-06 0,01 0,01 0,01
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PCA Pategras - 2 CP (solucién no rotada)

Correlation Matrix

NSPH4.6 NSTCA NSPTA HUMEDAD PH NH4
Correlation NSPH4.6 1,000 ,970 ,918 -,836 ,200 ,834
NSTCA ,970 1,000 ,943 -,802 ,119 ,878
NSPTA ,918 ,943 1,000 -, 761 ,168 ,810
HUMEDAD -,836 -,802 -,761 1,000 -,424 -,614
PH ,200 ,119 ,168 -,424 1,000 -,006
NH4 ,834 ,878 ,810 -,614 -,006 1,000
a. Determinant = 2,577E-04
KMO and Bartlett's Test
Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling
Adequacy. ,831
Bartlett's Test of Approx. Chi-Square 191,440
Sphericity df 15
Sig. ,000
Anti-image Matrices
NSPH4.6 NSTCA NSPTA HUMEDAD PH NH4
Anti-image Covariance NSPH4.6 4,834E-02 | -2,50E-02 | -2,01E-04 | 2,619E-02 | -2,86E-02 |1,607E-03
NSTCA -2,50E-02 |2,862E-02 | -3,00E-02 | 1,665E-02 |4,062E-02 | -3,48E-02
NSPTA -2,01E-04 | -3,00E-02 ,107 | -1,496E-02 | -4,59E-02 |1,453E-02
HUMEDAD |2,619E-02 |1,665E-02 | -1,50E-02 ,217 172 | -4,74E-02
PH -2,86E-02 |4,062E-02 | -4,59E-02 172 ,640 |[1,817E-02
NH4 1,607E-03 | -3,48E-02 |1,453E-02 | -4,741E-02 |1,817E-02 ,203
Anti-image Correlation NSPH4.6 ,8562 -,672 | -2,79E-03 ,256 -,163 | 1,623E-02
NSTCA -,672 , 7492 -,543 211 ,300 -,457
NSPTA -2,79E-03 -,543 ,8972| -9,834E-02 -,176 |9,885E-02
HUMEDAD ,256 ,211 | -9,83E-02 ,8662 ,462 -,226
PH -,163 ,300 -,176 ,462 ,4192 | 5,043E-02
NH4 1,623E-02 -,457 |9,885E-02 -,226 |5,043E-02 ,9028

Communalities

a. Measures of Sampling Adequacy(MSA)

Initial Extraction
NSPH4.6 1,000 ,958
NSTCA 1,000 ,979
NSPTA 1,000 ,908
HUMEDAD 1,000 ,848
PH 1,000 ,959
NH4 1,000 ,852

Extraction Method: Principal Component Analysis.
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Total Variance Explained

Initial Eigenvalues

Extraction Sums of Squared Loadings

Component Total % of Variance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative %
1 4,406 73,427 73,427 4,406 73,427 73,427
2 1,098 18,299 91,725 1,098 18,299 91,725
3 ,253 4,222 95,947
4 ,156 2,601 98,549
5 6,696E-02 1,116 99,665
6 2,013E-02 ,335 100,000

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Scree Plot

5

[}
3 1
©
é
S
w o
Component Number
Component Matrix@
Component
1 2
NSPH4.6 ,978 | -3,52E-02
NSTCA ,981 -,131
NSPTA ,950 | -7,62E-02
HUMEDAD -,871 -,298
PH ,246 ,948
NH4 ,875 -,294

Extraction Method:

a. 2 components extracted.

Principal Component Analysis.
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ANALISISDISCRIMINANTE PATEGRAS

Classification variable: tiempo
Independent variables:

CP1

CP2

Number of complete cases: 27
Number of groups: 5

Discriminant Eigenvalue Relative Canonical

Function Percentage Correlation
1 14,3837 99,53  0,96695
2 0,0683302 0,47  0,25290

Functions Wilks Chi-Square DF P-Value
Derived  Lambda

1 0,0608463 62,9866 8 0,0000
2 0,93604 1,4872 30,6852

Classification Table

Actual Group Predicted tiempo
tiempo Size 0 12 25 38 50
0 7 6 1 0 0 0

(85,71%)  (14,29%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
12 4 0 4 0 0 0

( 0,00%)  (100,00%)  ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
25 4 0 1 2 1 0

( 0,00%)  (25,00%)  (50,00%) (25,00%) ( 0,00%)
38 4 0 0 0 4 0

( 0,00%)  ( 0,00%)  ( 0,00%)  (100,00%)  ( 0,00%)
50 8 0 0 0 2 6

( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) (2500%) (75,00%)

Percent of cases correctly classified: 81,48%
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Tabla A12. Resultados obtenidos del andlisis sensorial de los quesos Reggianito de
calibracion al final de la maduracion.

Atributo
. Puntaje
Queso  Panelista Aspecto Sabor
Aroma Textura  Sabor . total
general residual
1 5.6 7.6 7.1 6.0 6.8 77.8
2 3.0 6.0 7.8 2.6 54 55,
3 6.9 4.6 53 6.3 5.4 70.2
4 7.6 6.6 3.8 7.9 8.1 83.5
5 7.7 8.9 9.6 9.7 9.8 108.8
6 9.4 9.3 9.3 9.0 9.4 1112
7 6.1 6.5 4.7 4.7 6.4 67.6
1 8 7.6 73 8.4 8.0 7.5 93,2
9 3.4 7.9 9.1 6.3 7.1 773
10
4.9 9.5 9.0 43 3.5 71.6
1 72 7.6 8.5 6.4 7.0 87
12
7.0 8.0 9.0 7.0 7.0 90
13 72 8.5 8.8 9.0 9.2 101,6
14
7.8 6.9 8.7 8.5 8.8 97.7
15
8.0 8.3 5.9 8.3 9.0 95.3
2 1
9.1 8.0 8.0 9.3 9.1 105.4
2 72 33 6.6 8.8 9.0 85.8
3 47 6.4 5.5 7.8 8.8 78.9
4 7.4 5.0 4.9 7.6 8.0 80.8
5 47 73 9.5 8.9 9.8 94
6 8.3 8.7 8.7 9.3 9.4 106.4
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7 8.4 5.6 4,0 73 7.8 81,9
8 6,3 53 54 6,1 6,2 71,0
9 9,3 8,6 8,0 9,6 9.2 108,3
10 8,5 9,2 7.8 8,7 77 101,0
1 8,8 7.1 8,1 7,5 8,0 95,3
12 9,0 7.0 7,0 8,0 9,0 97,0
13 6,3 6,2 9,0 6.4 6,6 81,7
14 8,2 5,0 6,7 7.1 7.8 84,9
15 8.2 7.0 5.6 8,7 7,6 91,1
! 9,9 7,5 9.8 9,0 9.2 109,7
2 7.7 6,8 7.7 8.4 8,5 94,3
3 9,0 8,7 9,0 8.4 8.2 104,0
4 8,1 8,0 9.2 74 74 95,7
> 6,5 8,6 7.1 56 54 78,5
6 6,6 6,7 59 5.9 6,9 76,5
7 9,0 8,1 8,6 8,7 8.8 104,1
8 9.6 8.4 9,5 5.9 5,0 92,3
I 8.8 59 9,1 9,3 9,1 102,5
2 6,2 6.4 7.6 6.4 5.9 77,6
3 8,5 8,0 9.4 9.4 9,3 107,1
4 9,8 9,2 9,5 9,5 9,0 13,3
> 8,0 8,6 7.1 8,0 7,9 95,2
6 8.4 54 8,0 10,0 8,5 99,0
7 9,0 6,6 6,6 6,9 8,1 90,3
8 8,9 9.2 8,9 9.4 94 1099
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6.4 78 8,0 3,6 32 63,0
2 8,6 6.9 6,3 6,5 6,9 85,5
3 6,3 6,6 74 7.8 7,9 86,1

4 78 6,7 8,1 7,5 6,6 88,7
> 9,6 9,1 9,0 58 58 94

6 4,6 8.8 7,9 4,0 3.8 66,8
7 7.8 8,9 8,1 6,3 8,1 92,5
8 8,0 6,0 8,0 8,0 8,0 92,0
? 8,3 7,9 8,0 74 83 95,5
10 8,0 7,0 8,0 9,0 8,0 97,0
1 10,0 7,9 9,0 8,1 8.4 104,9
I 8.2 48 45 8.9 9,2 88,3
2 2,5 1,9 4,4 2.4 2.1 31,5
3 6.2 74 6.4 7,6 78 84,6
4 6,3 7.0 6,3 6.4 58 76,3
> 3.1 73 8,6 7,5 4,6 72,8
6 9,1 6,7 9,0 7,6 94 1003
7 8.8 8,1 8,5 9,5 9,3 106,7
8 9,0 7,0 8,0 8,0 9,0 99,0
? 6,9 5.1 3.8 3,6 22 53,7
10 6,0 6,0 6,0 5.0 5.0 67,0
1 3,0 2.8 3,0 53 4,9 463
! 2,0 2,0 8,7 72 6,8 62,6
2 7.0 9,5 9,3 8,0 8,5 99,6
3 4,0 42 34 32 23 414
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4 5,0 48 35 7,0 74 67,4
> 8.4 9,3 8.3 7,9 84 100,
6 6,3 8,1 72 7.8 72 87,3
7 8,6 8.4 8.4 9,2 9,1 105,2
8 9,0 8,0 9,0 7,0 8,0 98,0
? 6,7 8.4 9,0 8.8 8.8 98,9
10 7.9 8.4 8,5 8,5 8.3 99,6
1 7,6 9.4 8.8 8,0 7,5 98,2
I 9,0 4,4 4,4 6,7 7.1 78,9
2 8,3 6,8 78 8,7 8.6 97,4
3 72 3.9 45 4,0 32 56,8
4 6,2 4,7 6.4 7.1 72 76,5
> 3.8 2.8 5 32 4,7 46

6 7,5 74 73 8.2 78 92,1
7 9,0 6,4 7,6 8,2 8,0 95,6
8 9,0 7,0 9,0 8,0 90  101,0
9 6.4 6.2 6,6 6,0 78 78,4
10 6,0 3,6 6,6 72 8,0 76,0
1 74 6,8 7,0 74 55 83,0
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Tabla A13. Contenido de humedad para los quesos Reggianito de calibracion durante la

maduracion.

Tiempo de maduracion

(dias) % humedad
ias

0 40,05

0 39,74

0 38,79

0 37,83

0 39,29

0 38,10

0 39,71

0 39,16
30 37,62
30 37,76
45 37,16
45 36,97
60 35,37
60 35,44
90 36,85
90 37,26
90 35,49
90 34,57
120 36,00
120 35,08
120 34,26
120 33,72
150 34,93
150 32,52
150 33,06
150 33,09
180 35,31
180 33,49
180 33,34
180 33,95
180 33,29
180 31,90
180 32,56
180 32,61
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Resumen Regresion humedad vs tiempo Reggianito

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,92
Coeficiente de
determinacién
RA2 0,85
R”2 ajustado 0,84
Error tipico 0,97
Observaciones 34,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio Valor
Grados de Suma de de los critico de
libertad cuadrados cuadrados F F
1,3575E-
Regresién 1,00 166,92 166,92 177,21 14
Residuos 32,00 30,14 0,94
Total 33,00 197,06
Error Estadistico Inferior Superior Inferior
Coeficientes tipico t Probabilidad 95% 95% 95,0%

Intercepcion 38,76 0,28 138,70 4,69E-46 38,19 39,33 38,19
Variable X 1 -0,03 2,42E-03 -13,31 1,36E-14 -0,04 -0,03 -0,04
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Tabla Al4. Valores de pH para los quesos Reggianito de calibracion durante la

maduracion.

Tiempo de maduracion

, pH
(dias)

0 5,50
0 525
0 525
0 5,35
0 5,35
0 5,40
0 5,50
0 5,50
30 5,50
30 5,40
45 5,50
45 5,50
60 5,45
60 5,35
90 5,40
90 5,30
90 5,32
90 5,42
120 5,40
120 5,50
120 5,50
120 5,40
150 5,40
150 5,50
150 5,40
150 5,30
180 5,32
180 5,38
180 5,30
180 5,40
180 5,50
180 5,50
180 5,40
180 5,40
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Resumen Regresion pH vs tiempo Reggianito

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon
multiple 3,49E-03
Coeficiente de
determinacién R"2 1,22E-05
R"2 ajustado -0,03
Error tipico 0,08
Observaciones 34,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1,00 2,52E-06 2,52E-06 3,89E-04 0,98
Residuos 32,00 0,21 0,01
Total 33,00 0,21
Inferior Superior

Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad 95% 95%
Intercepcion 5,41 0,02 233,53 2,74E-53 5,36 5,45
Variable X 1 -3,96E-06 2,01E-04 -0,02 0,98 -4,13E-04 4,05E-04
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Tabla A15. Fraccionamiento de Nitrégeno para los quesos Reggianito de calibracion

durante la maduracion.

Tiempo de

%NS pH 4,6 %NSTCA %NSPTA
madur acion (dias) INT INT INT
0 6,27 4,62 2,11
0 4,74 2,57 1,35
0 6,58 491 2,01
0 5,43 3,37 1,78
0 7,35 4,50 1,71
0 4,53 2,88 1,37
0 6,01 3,39 1,80
0 5,65 3,98 1,64
30 11,38 8,81 4,47
30 9,50 6,79 2,75
45 13,05 10,84 6,16
45 10,64 7,55 5,20
60 15,37 13,25 7,90
60 13,21 9,55 5,84
90 17,63 15,07 9,38
90 15,29 12,38 7,79
90 16,67 15,34 7,91
90 16,88 13,17 8,24
120 17,58 14,15 8,57
120 16,31 12,92 7,68
120 21,89 17,78 11,18
120 19,15 14,69 8,73
150 20,50 14,96 10,71
150 18,95 13,67 9,73
150 22,33 20,11 12,30
150 20,64 18,66 10,61
180 24,53 22,48 13,94
180 22,79 19,12 12,64
180 21,40 18,95 12,35
180 22,38 19,17 11,41
180 20,95 19,34 12,55
180 19,10 17,74 10,96
180 22,73 20,41 12,65
180 21,94 19,26 11,31
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Resumen Regresion NS- pH4,6/NT vs tiempo Reggianito

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlaciéon
multiple 0,96
Coeficiente de
determinacion
R"2 0,93
R"2 ajustado 0,92
Error tipico 1,78
Observaciones 34,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1,00 1270,72 1270,72 400,10 1,19E-19
Residuos 32,00 101,63 3,18
Total 33,00 1372,35
Estadistico Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepcion 7,03 0,51 13,70 6,23E-15 5,98 8,07
Variable X 1 0,09 4,45E-03 20,00 1,19E-19 0,08 0,10
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Resumen Regresion NS-TCA vs tiempo Reggianito

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,96
Coeficiente de
determinacion
R"2 0,92
R"2 ajustado 0,91
Error tipico 1,83
Observaciones 34,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1,00 1155,47 1155,47 346,64 9,88E-19
Residuos 32,00 106,67 3,33
Total 33,00 1262,13
Estadistico Inferior Superior
Coeficientes Error tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepcion 4,68 0,53 8,90 3,64E-10 3,61 5,75
Variable X 1 0,08 4,56E-03 18,62 9,88E-19 0,08 0,09
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Resumen Regresion NS-PTA/NT vs tiempo Reggianito

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién
multiple 0,97
Coeficiente de
determinaciéon
R"2 0,94
R"2 ajustado 0,94
Error tipico 1,03
Observaciones 34,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor
libertad cuadrados cuadrados F critico de F
Regresién 1,00 529,29 529,29 498,79  4,39E-21
Residuos 32,00 33,96 1,06
Total 33,00 563,25
Estadistico Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico t Probabilidad 95% 95%
Intercepcion 2,23 0,30 7,52 1,48E-08 1,63 2,83
Variable X 1 0,06 2,57E-03 22,33 4, 39E-21 0,05 0,06
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Tabla A16. Contenido de amonio para los quesos Reggianito de calibracion durante la
maduracion.

Tiempo de maduracion ppm NH4
%NH4(gN)/NT
(dias)

0 35,56 0,07
0 24,08 0,05
0 39,16 0,08
0 46,16 0,09
0 22,25 0,05
0 56,13 0,11
0 33,49 0,07
0 2493 0,05
30 82,83 0,16
30 62,48 0,13
45 114,45 0,23
45 132,31 0,25
60 206,22 0,41
60 150,11 0,30
90 272,63 0,54
90 344,92 0,72
90 303,79 0,61
90 283,58 0,54
120 224,00 0,46
120 356,22 0,67
120 432,55 0,86
120 355,19 0,72
150 351,02 0,72
150 486,21 0,91
150 495,80 0,98
150 386,59 0,78
180 649,34 1,29
180 868,09 1,82
180 480,09 0,97
180 478,14 0,91
180 42425 0,87
180 554,59 1,04
180 656,50 1,30
180 558,06 1,13
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Resumen Regresion NH4/NT vs tiempo Reggianito

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de

correlacién maltiple 0,93
Coeficiente de
determinacién R"2 0,86
R"2 ajustado 0,85
Error tipico 0,17
Observaciones 34,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Promedio de
Grados de Suma de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresién 1,00 5,74 5,74 194,61 3,76E-15
Residuos 32,00 0,94 0,03
Total 33,00 6,69
Inferior
Coeficientes Error tipico  Estadistico t Probabilidad 95%
Intercepcion 0,03 0,05 0,60 0,55 -0,07
Variable X 1 0,01 4,29E-04 13,95 3,76E-15 0,01

54



Apéndi

ce

ACP Reggianito - 2 CP (solucién no rotada)

Correlation Matrix

HUMEDAD PH NSPHA4.6 NSTCA NSPTA NH4
Correlation HUMEDAD 1,000 -,073 -,897 -,886 -,895 -,844
PH -,073 1,000 -,001 -,026 ,005 -,059
NSPH4.6 -,897 -,001 1,000 ,987 ,989 ,904
NSTCA -,886 -,026 ,987 1,000 ,988 ,903
NSPTA -,895 ,005 ,989 ,988 1,000 ,918
NH4 -,844 -,059 ,904 ,903 ,918 1,000
a. Determinant = 1,089E-05
KMO and Bartlett's Test
Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling
Adequacy. ,891
Bartlett's Test of Approx. Chi-Square 344,739
Sphericity df 15
Sig. ,000
Anti-image Matrices
HUMEDAD PH NSPH4.6 NSTCA NSPTA NH4
Anti-image Covariance HUMEDAD ,182 |7,470E-02 |1,075E-02 | -7,59E-04 |[1,610E-03 |2,821E-02
PH 7,470E-02 ,897 | -5,25E-04 |2,627E-02 | -2,00E-02 |7,315E-02
NSPH4.6 1,075E-02 | -5,25E-04 |1,661E-02 | -7,40E-03 | -7,67E-03 |3,672E-03
NSTCA -7,593E-04 |2,627E-02 | -7,40E-03 |1,845E-02 | -7,83E-03 | 3,743E-03
NSPTA 1,610E-03 | -2,00E-02 | -7,67E-03 | -7,83E-03 |[1,363E-02 | -1,63E-02
NH4 2,821E-02 |7,315E-02 | 3,672E-03 | 3,743E-03 | -1,63E-02 ,147
Anti-image Correlation HUMEDAD ,9682 ,185 , 196 | -1,31E-02 | 3,234E-02 173
PH ,185 |5,961E-022( -4,30E-03 ,204 -,181 ,202
NSPH4.6 ,196 | -4,30E-03 ,8812 -,423 -,510 |[7,434E-02
NSTCA -1,310E-02 ,204 -,423 ,8832 -,494 |7,188E-02
NSPTA 3,234E-02 -,181 -,510 -,494 ,8432 -,365
NH4 ,173 ,202 | 7,434E-02 |7,188E-02 -,365 ,9372

a. Measures of Sampling Adequacy(MSA)

55




Apéndice

Communalities

Initial Extraction
HUMEDAD 1,000 ,878
PH 1,000 ,998
NSPH4.6 1,000 ,976
NSTCA 1,000 ,971
NSPTA 1,000 ,981
NH4 1,000 ,894

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Total Variance Explained

Initial Eigenvalues Extraction Sums of Squared Loadings
Component Total % of Variance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative %
1 4,687 78,117 78,117 4,687 78,117 78,117
2 1,011 16,850 94,967 1,011 16,850 94,967
3 ,152 2,530 97,497
4 ,128 2,138 99,635
5 1,234E-02 ,206 99,841
6 9,560E-03 ,159 100,000

Extraction Method: Principal Component Analysis.

Scree Plot

5
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Component Number
Component Matrix@

Component

1 2
HUMEDAD -,933 | -8,88E-02
PH -2,81E-03 ,999
NSPH4.6 ,988 | 7,147E-04
NSTCA ,985 | -2,48E-02
NSPTA ,990 |5,677E-03
NH4 ,943 | -6,56E-02

Extraction Method: Principal Component Analysis.
a. 2 components extracted.
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ANALISIS DISCRIMINANTE REGGIANITO

Classification variable: tiempo
Independent variables:

PC1

PC2

Number of complete cases: 34
Number of groups: 8

Discriminant Eigenvalue Relative Canonical
Function Percentage Correlation

1 31,6532 99,20 0,98457
2 0,253718 0,80 0,44986

Functions Wilks Chi-Square DF P-Value
Derived  Lambda

1 0,0244272 103,9376 14 0,0000
2 0,797628 6,3312 6 0,3871

Classification Table

Actual Group Predicted tiempo
tiempo Size 0 120 150 180 30 45
0 8 8 0 0 0 0 0

(100,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
120 4 0 2 1 0 0 0

( 0,00%) (50,00%) ( 25,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
150 4 0 1 2 1 0 0

( 0,00%) (25,00%) (50,00%) (25,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
180 8 0 0 1 7 0 0

( 0,00%) ( 0,00%) (12,50%) (87,50%) ( 0,00%) ( 0,00%)
30 2 0 0 0 0 1 1

( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) (50,00%) (50,00%)
45 2 0 0 0 0 0 2

( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) (100,00%)
60 2 0 0 0 0 0 0

( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)
20 4 0 0 0 0 0 0

( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%) ( 0,00%)

Actual Group Predicted tiempo
tiempo Size 60 90
0 8 0 0

( 0,00%) ( 0,00%)
120 4 0 1

( 0,00%) (25,00%)
150 4 0 0

( 0,00%) ( 0,00%)
180 8 0 0

( 0,00%)  ( 0,00%)
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30 2 0 0
( 0,00%)  ( 0,00%)
45 2 0 0
( 0,00%)  ( 0,00%)
60 2 2 0
(100,00%)  ( 0,00%)
90 4 0 4

( 0,00%)  (100,00%)

Percent of cases correctly classified: 82,35%
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