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Resumen

Acelerar la maduracion de quesos de pasta dura es, desde hace algunos afios,
un objetivo de gran interés para disminuir el costo asociado a tener grandes
volumenes de producto almacenado durante periodos de tiempo prolongados. Entre
las alternativas propuestas para lograrlo, el aumento de la temperatura de
almacenamiento es considerada la mds sencilla, efectiva y econémica. En la presente
Tesis, se evalud el efecto del uso de una temperatura elevada durante el comienzo de
la maduracion de queso Reggianito sobre los pardmetros fisicoquimicos,

microbioldgicos, bioquimicos y sensoriales que caracterizan a este queso.

Usando 18 quesos, recibidos en nuestro laboratorio luego de la etapa de
salado, se ensayaron tres condiciones de maduracion diferentes: 6 quesos se
almacenaron a 12°C y 85% HR durante 6 meses (quesos C); 6 quesos se almacenaron
a 20°C y 85% HR durante los primeros 15 dias y luego hasta 6 meses a 12°C y 85%
HR (quesos E;); los restantes 6 quesos se almacenaron a 20°C y 85% HR los
primeros 30 dias y luego hasta 6 meses a 12°C y 85% HR (quesos E,). La toma de
muestra se llevod a cabo por duplicado a 61, 124 y 180 dias de maduracion y se
realizaron los siguientes analisis: determinacion de los contenidos de humedad y de
cloruro, determinacion del IM, pH, recuentos microbioldgicos, seguimiento de la
proteolisis y de la lipolisis, determinacion del perfil de compuestos volatiles y

analisis sensorial descriptivo.
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Si bien las condiciones de maduracion evaluadas afectaron la velocidad de
redistribucion de humedad y sal en la masa del queso, se observaron valores finales
muy similares y dentro de los esperados para todos los parametros fisicoquimicos y
recuentos microbiologicos correspondientes a microorganismos del fermento natural
de suero y aquellos pertenecientes a NSLAB, en todas las muestras analizadas. En lo
que se refiere al seguimiento de la protedlisis, las metodologias usadas (IM, urea-
PAGE y RP-HPLC para el anélisis de péptidos y aminodcidos libres) permitieron
observar que un aumento inicial de la temperatura de almacenamiento de los quesos
intensifico los procesos de degradacion/formacion de las fracciones presentes, pero

no alterd el patron de protedlisis habitual y esperable para esta variedad de queso.

La mayoria de los 4acidos grasos libres no mostraron cambios en sus
concentraciones debido a los tratamientos evaluados, siendo el total observado a los
6 meses muy similar para todos los quesos analizados. Los mayores cambios en los
perfiles de compuestos volatiles se observaron al comienzo del almacenamiento de
los quesos. A partir de los 2 meses se observaron cambios en la concentracion de los
mismos, pero no se observo la aparicion y/o desaparicion de picos por efecto del
aumento de la temperatura al comienzo de la maduracion. Ademas, no se alter6 el

perfil compuestos volatiles caracteristico de este queso.

Mediante el analisis sensorial, se pudo observar que el uso de temperaturas

iniciales de maduracién elevadas conducen a una aceleracion suave y moderada en el

Vi
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desarrollo de las caracteristicas sensoriales de queso Reggianito. Finalmente, a través
del uso de técnicas estadisticas de analisis multivariado y considerando toda la
informacion proveniente de las diferentes areas evaluadas, fue posible comprobar
que las muestras correspondientes a los quesos experimentales (fundamentalmente
E,) madurados durante 4 meses tuvieron caracteristicas similares y comparables a las

de los quesos control madurados durante 6 meses.

El trabajo de Tesis realizado permitié profundizar el conocimiento sobre los
eventos que determinan las principales caracteristicas de queso Reggianito, asi como
evaluar de qué manera se ven afectadas al implementar un aumento en la temperatura
inicial de almacenamiento con el objetivo de disminuir el periodo total de
maduracion del queso duro mas importante y representativo de los elaborados en

nuestro pais.
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Capitulo 1

Introduccion

La produccion de alimentos fermentados ha sido desde épocas milenarias un
medio de conservacion de alimentos, asi como una manera de transformar,
diversificar y mejorar sus caracteristicas sensoriales. En todos los alimentos
fermentados, por tratarse de sistemas donde ocurren transformaciones llevadas a
cabo por microorganismos, es crucial el tiempo del proceso, pudiendo ser éste desde
algunas horas hasta de varios afios. A nivel industrial, la produccion de alimentos
fermentados exige un elevado nivel de control sobre las diferentes variables que
dominan el proceso, a fin de optimizar la relacion entre rendimiento, costo y calidad,
y prevenir la aparicion de procesos fuera de control que puedan eventualmente
deteriorar la produccion. En el caso de los quesos, el consumo cada vez mas masivo
y la necesidad de hacer que los procesos industriales resulten mas rentables y
productivos, ha motivado el desarrollo y la optimizacion de las condiciones en que se
lleva a cabo cada una de las etapas de produccion. Una de las etapas de mayor costo
en la elaboracion de quesos duros es la de maduracion, durante la cual grandes
volimenes del producto son inmovilizados durante meses e incluso afios. Ademas,
debido a que durante esta etapa ocurren las transformaciones bioquimicas que
definen la identidad y la calidad de cada variedad de queso, es de especial interés
buscar alternativas para obtener un producto final que mantenga las caracteristicas

que le son propias y pueda ser producido en menor tiempo.
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1.1. Definicion y origen del queso

El queso puede ser considerado basicamente un concentrado de caseinas y
minerales como calcio y foésforo, con un contenido graso variable (Mahaut y col.,
2003). Desde un punto de vista tecnologico, se lo puede definir como el producto
fresco o maduro, sdlido o semisodlido, que resulta de la coagulacion de la leche por
accion del cuajo u otros coagulantes apropiados, con o sin hidrolisis previa de la
lactosa, seguida del desuerado del coagulo obtenido o cuajada. La cuajada puede ser
consumida como tal bajo la categoria de queso fresco o sufrir una maduracion que
conduce a una serie de transformaciones especialmente enzimaticas en las que se
adquieren caracteres organolépticos especificos, constituyendo el queso maduro

(Chamorro y Losada, 2002).

Actualmente, se cree que el queso surgid por primera vez hace
aproximadamente 8000 a 10000 afios en la Mesopotamia, region del actual Irak, de la
mano de la domesticacion de ovejas y cabras y la obtencion de leche de estos
animales. Los quesos de coagulacion 4cida podrian haber surgido espontaneamente,
por la accién acidificante de los lactobacilos, naturalmente presentes en la leche, al
metabolizar la lactosa (Fox, 2011la). Los quesos producidos por coagulacion
enzimdtica probablemente surgieron al usar los estdbmagos de los animales que
producian la leche, como contenedor para transportar leche. Almacenar leche en el
estomago de una cria la expuso a la accidn de las enzimas coagulantes presentes en la

mucosa gastrica de estos animales, produciéndose asi la formacion de la cuajada
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(Andrén, 2011). La produccién de quesos fue extendiéndose a otras regiones y a
otras especies de animales que fueron domesticados, como la vaca, y acompai6 el

crecimiento de las civilizaciones en Egipto, Grecia y Roma (Fox, 2011a).

1.2. La produccion de leche y quesos a nivel mundial y en Argentina

El 85% de la producciéon mundial de leche corresponde a leche de vaca, 11%
es de bufala, 2% de oveja y 2% de cabra. En muchos paises, la leche y los productos
lacteos son componentes muy importantes en la dieta, dado que contribuyen en gran
medida a la ingesta de proteinas, lipidos y calcio. Una ingesta adecuada de calcio,
especialmente durante la nifiez, es critica para el desarrollo 6seo y la prevencion de la
osteoporosis en etapas posteriores de la vida, por lo que la leche y los productos
lacteos ricos en calcio, como por ejemplo los quesos coagulados enzimaticamente,
son muy importantes. La leche juega un rol vital en la nutricién infantil. A pesar de
que la leche humana es probablemente la mejor para los nifios pequefios, la mayoria
de ellos puede sobrevivir y tener un desarrollo corporal adecuado alimentandose con

leche bovina (Fox, 2011Db).

Actualmente, la produccion y el consumo de leche y diversos productos
lacteos, entre los que se incluyen los quesos, estan extendidos a nivel mundial. De
acuerdo con el ultimo informe anual de la Organizacion para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, 2012), la economia mundial estd cada vez mds influida por el
cambio en la dieta y en los patrones de consumo de alimentos de origen animal. En

las ultimas décadas, en paises en desarrollo de Asia del este y del sur, donde ha
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ocurrido el mayor aumento de la poblacion mundial, el consumo de carne ha crecido
a una tasa de alrededor de un 4% anual, y el de leche y productos lacteos a un ritmo
de un 2 a 3% anual. En 2010, la produccion mundial de leche fue de 610000 millones
de litros, siendo EE.UU. (14.3% de la produccién mundial), India (8.25%) y China

(5.91%) los principales productores mundiales (MAGyP, 2012a).

En Argentina, el total de leche producida durante 2011 fue de 11600 millones
de litros. Este volumen marc6 un récord absoluto para una produccion en crecimiento
desde el ano 2008 (MAGyP, 2012b). En vastos sectores de la poblacion argentina,
los lacteos representan una porcion importante de la dieta diaria. Del total de leche
producida, aproximadamente un 75% se destina al consumo interno y el 25% restante
se destina a exportaciones, siendo los principales productos exportados la leche en
polvo (57%), los quesos (19%) y en tercer lugar, suero en polvo y derivados (5%).
En cuanto a la distribucion geografica de las zonas productivas, se observa que las
explotaciones lecheras (11000 tambos aproximadamente) se encuentran concentradas
en la llanura pampeana, siendo Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe las provincias que
concentran el 94% de la explotacion y la mayor parte de las plantas que

industrializan la leche (MAGyP, 2012c¢).

A nivel mundial, aproximadamente la tercera parte de la leche producida se
destina a la elaboracién de quesos, la cual fue de alrededor de 20 millones de

toneladas en 2011. Las principales regiones productoras son Europa (que concentra
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el 50% de la produccion mundial), EE.UU. y Sudamérica (particularmente Brasil y

Argentina) (OECD-FAO, 2012).

Segun datos de 2011, el principal destino de la leche producida en el pais es
la fabricacion de quesos, para la que se destina el 43% del total, de los cuales 8% es
para quesos de pasta dura, 19% para quesos de pasta semidura y 16% para quesos de
pasta blanda (MAGyP, 2012d). En 2011, en Argentina se produjeron 536000
toneladas de queso. Debido al elevado consumo per capita que se registra (alrededor
de 11 kg de queso por afio por habitante), la mayor parte del queso producido es
consumido localmente, pero un remanente de alrededor del 10% del total es
exportado (59842 toneladas). Ademas, durante 2011 se exportaron 8360 toneladas
de queso de pasta dura (22.3% mas que en 2010), lo que representd un ingreso total
de 55 millones de dolares. Los principales compradores de queso de pasta dura
(principalmente de queso Reggianito) fueron Brasil, EE.UU., Rusia, Chile, México y
Venezuela (MAGyP, 2012¢). Esta situacion de expansion de las colocaciones de
quesos de pasta dura en el extranjero se ha mantenido en el 2012, observandose un
nivel de exportacion un 60% mayor en el primer semestre que en igual periodo del

afo anterior (MAGyP, 2012f).

1.3. Caracteristicas generales de la leche

La leche es un fluido secretado por las glandulas mamarias de las hembras de
todos los mamiferos, de los que hay alrededor de 4500 especies, para la alimentacion

de sus crias. Desde el punto de vista nutricional, la leche cubre en su totalidad los
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requerimientos nutricionales de las crias de mamiferos durante su periodo de mayor
crecimiento, y es por ello que puede ser considerada el alimento natural mas
completo. Ademas, la leche cumple con numerosas funciones fisioldgicas en el
lactante, mediante el aporte de inmunoglobulinas y otros agentes antibacterianos,
enzimas e inhibidores de enzimas y proteinas de union o transportadoras, que ayudan
a la digestion, asi como hormonas y factores de crecimiento. Debido a que los
requerimientos nutricionales y fisioldgicos son particulares para cada especie, existen
marcadas diferencias en la composicion de su leche. Sin embargo, gran parte de los
estudios sobre la composicion de la leche han sido dirigidos a las principales especies

de explotacion lechera: vaca, bufala, oveja y cabra (Fox, 2011b).

Desde un punto de vista fisicoquimico, puede considerarse a la leche como un
fluido complejo, en el que sus componentes coexisten organizados en tres fases. Por
un lado, hay una fase acuosa, en la cual la lactosa, las sales organicas e inorganicas y
algunas vitaminas estdn solubilizadas. En esta fase acuosa estdn también
solubilizadas algunas proteinas, las proteinas del suero lacteo. Por otro lado, existe
una fase coloidal, compuesta por las caseinas que forman agregados (denominados
micelas), cuyo didmetro oscila entre 50 a 300 nm y otra fase en la que los lipidos
existen en un estado emulsificado, formando globulos de 0.1 a 20 um de didmetro,

estabilizados por una membrana lipoproteica (Fox, 2011b).
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1.4. Principales componentes de la leche de vaca

Al igual que la leche de probablemente todas las especies, la leche de vaca
varia en su composicion y por lo tanto en sus propiedades, de acuerdo a diversos
factores, especialmente la alimentacion, estado de lactacion, salud, estado nutricional

e individualidad del animal.

1.4.1. Lactosa

En leche de vaca, los niveles de este disacarido son tipicamente de alrededor
de 4.8%, valor que decrece con el avance de la lactacion y la infeccion de la ubre
(mastitis). Existen también en baja concentracion oligosacaridos compuestos de 3 a
10 monosacaridos entre los que se incluyen la fucosa y el 4cido N-acetilneuraminico,

sin que tengan importancia tecnoldgica conocida (Fox, 2011c¢).

1.4.2. Lipidos

La leche bovina contiene 3 a 6% de lipidos. Los lipidos se encuentran
formando parte de los globulos grasos, cuyos didmetros oscilan entre 0.1 y 20 um,
con un promedio de 3.4 um. Los lipidos presentes en la leche son principalmente los
triglicéridos (98%), y luego siguen, en pequefias cantidades, fosfolipidos y otros
lipidos polares, diglicéridos, esteroles (principalmente colesterol), vitaminas
liposolubles (A, D, E y K), acidos grasos libres e hidrocarburos. Resulta también

caracteristico de la leche de vaca, el mayor contenido de sustancias carotenoides, que
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le confieren a la leche y productos lacteos de origen bovino un color amarillento, en
contraste con el blanco para el caso de la leche de los demés rumiantes (Fox, 2011c).

La leche bovina contiene un gran numero de acidos grasos (alrededor de 400),
sin embargo, muchos de ellos se encuentran en cantidades extremadamente
pequetias, y solo 15 6 16 de ellos estan presentes en concentraciones iguales o
mayores a 1%. Predominan los acidos grasos de cadena saturada, que suman hasta
70% del total. Los principales acidos grasos saturados tienen una longitud de 4 a 18
atomos de carbono, siendo éste un nimero par. El 4cido graso que esta presente en
mayor proporcion es el acido palmitico (C16:0), que representa un 25-30% del total,
mientras que el acido miristico (C14:0) y el acido estearico (C18:0) constituyen
individualmente 10-12% del total. El principal 4cido graso no saturado es el 4cido
oleico (C18:1) que representa alrededor de 20% del total, mientras que los acidos
grasos poliinsaturados estan presentes en bajos niveles. A diferencia de lo que ocurre
con los demés mamiferos, la leche de vaca y otros rumiantes contiene cantidades
relativamente altas de los acidos grasos mas cortos de cadena lineal: C4:0, C6:0,

C8:0y C10:0 (Taylor y McGibbon, 2011).

En la leche de rumiantes, y especialmente en la leche de vaca, también se
encuentran un conjunto de acidos grasos poliinsaturados conocidos como conjugados
del acido linoleico (CLA). Estos compuestos son isomeros del acido linoleico con
dobles enlaces conjugados y se originan como producto de la hidrogenacion
incompleta del acido linoleico dietario. El principal isdémero es el acido cis-9, trans-

11-octadecadienoico. Este compuesto ha sido objeto de numerosas investigaciones
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que sugieren un amplio rango de propiedades beneficiosas para la salud, como la
prevencion de la carcinogénesis, enfermedades cardiovasculares e inmunoproteccion

(Bauman y col., 2011).

1.4.3. Proteinas

El contenido de proteinas en leche de vaca es de alrededor de 3.5%. La
proporcion de caseinas/proteinas del suero lacteo es caracteristica de cada especie,

siendo en el caso de los rumiantes de aproximadamente 0.8 (Fox, 2011c).

1.4.3.1. Caseinas

Las caseinas bovinas son cuatro, ag;-, 0sz-, B- y k-caseina y estan presentes en
una proporcion aproximada de 38, 10, 35 y 12%, respectivamente, observandose en
cada una de ellas diferencias que las clasifican como subtipos. Esta heterogeneidad
que se observa para cada caseina se conoce como microheterogeneidad y se debe a
polimorfismos genéticos (pequefias diferencias en los genes de las caseinas que
originan diferencias en la estructura primaria) y a modificaciones postraduccionales,
como son las variaciones en el grado de fosforilacion (en los residuos de serina u
ocasionalmente treonina), glicosilaciéon de los residuos de treonina (s6lo en la «-
caseina) y polimerizacion por enlaces disulfuro, debido a la oxidacion de residuos de
cisteina, asi como por la proteo6lisis de las caseinas debido a la accion de las enzimas

nativas de la leche (Fox, 2011c).
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Todas las caseinas tienen en su estructura primaria un elevado contenido del
aminoacido prolina (en el caso de la B-caseina hasta un 16%), que interrumpe las
estructuras secundarias de las proteinas. Como consecuencia, las caseinas son
proteinas desestructuradas, abiertas y de conformacion variable (reomorficas), lo que
favorece el ataque enzimatico y aumenta su digestibilidad. Debido a que las caseinas
estan asociadas con calcio y fosfato en alta proporcion, la digestion de estas proteinas
libera también una cantidad significativa de estos minerales para que puedan ser

asimilados por el lactante (Fox, 2011c).

Las agj-caseinas contienen 199 residuos de aminoacidos y sus residuos de
serina unen covalentemente 8 grupos fosfatos. Las ag;-caseinas, por su parte,
contienen en su estructura 207 residuos de aminoacidos. Son las menos hidrofébicas
de todas las caseinas, y tienen 10 residuos de prolina, 2 de cisteina y mas fosfoserinas

(en un numero variable, de 10 a 13) y lisinas que las demas caseinas.

Las P-caseinas son las mas hidrofobicas y contienen 209 residuos de
aminoacidos, no tienen cisteinas y poseen un alto nivel de prolina (35 residuos), lo
que tiene un profundo efecto sobre su estructura. Al pH de la leche, el segmento N-
terminal de 21 residuos es de alta carga negativa, mientras el resto de la molécula,
que es muy hidrofébica, no tiene carga neta. Esta naturaleza anfipatica de las [-
caseinas es la causa de que formen agregados moleculares en solucion. Las [-

caseinas tienen 0-5 grupos fosfatos unidos a los residuos de serina.

11
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Las y-caseinas son producidas tras la hidrélisis de las B-caseinas, como
consecuencia de la accion de la plasmina. Las y-caseinas principales son tres, que
corresponden a los residuos 29-209 (y,-caseina), 106-209 (y,-caseina) y 108-209 (ys-
caseina) de la B-caseina. Los fragmentos restantes tras la hidrélisis de las B-caseinas,
dan origen a los péptidos conocidos como proteosa-peptonas (PP), los cuales estan

solubilizados en el suero lacteo.

Las k-caseinas son las unicas caseinas que estan glicosiladas, tienen 169
residuos de aminoacidos y son las moléculas blanco de la accion de la quimosina.
Estabilizan las micelas de caseina contra la precipitacion por accion del calcio, pero
pierden su rol protector cuando son escindidas a nivel de los residuos Phejgs-Met;os
para formar dos péptidos, para-k-caseina por un lado (residuos 1-105), que es la
porcién hidrofobica y precipita con las micelas de caseina, y el caseinomacropéptido
(residuos 106-169) por el otro, que permanece en solucién debido a su alta polaridad

y alto contenido de cargas negativas (Farrell, 2011).

Las ag;-, asy- y B-caseinas se unen fuertemente a cationes polivalentes como
el calcio. En concentraciones de Ca™ mayores a 6 mmol/L a 20°C se vuelven
insolubles. Sin embargo, la estabilidad de la k-caseina no se ve afectada por la union
de Ca™ y puede estabilizar hasta 10 veces su masa de caseinas sensibles al calcio,
permitiendo la formacién de las micelas. La estabilidad y la desestabilizacion de las

micelas bajo ciertas condiciones son criticas para la tecnologia lactea (Fox, 2011c).

12
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1.4.3.2. Proteinas del suero lacteo

Las proteinas del suero lacteo representan alrededor del 20% del contenido de
proteina total en leche de vaca y permanecen en solucion a pH 4.6. En contraste con
las caseinas, son tipicamente proteinas globulares con una alta organizacion a nivel
secundario, terciario e incluso cuaternario en algunos casos. Las principales proteinas
del suero lacteo (B-lactoglobulina, o-lactoalbtimina, albumina sérica bovina e
inmunoglobulinas) representan alrededor de un 99% del total. La B-lactoglobulina,
que representa mas del 50% de las proteinas del suero lacteo, tiene una estructura
primaria de 162 aminodcidos. Los estudios realizados hasta el momento indican que
seria una proteina de union a retinol y podria estar involucrada también en la
activacion de la lipasa. La a-lactoalbumina es la segunda proteina del suero lacteo en
cantidad y juega un rol muy importante en la biosintesis de lactosa, al ser un
modificador del complejo enzimatico lactosa sintetasa. Por otro lado, las proteinas
albimina sérica bovina e inmunoglobulina tienen funciones inmunitarias (Ng-Kwai-

Hang, 2011).

Ademaés existen numerosas proteinas en pequefia proporcion, muchas de las
cuales tienen actividad bioldgica e incluyen alrededor de 60 enzimas nativas.
Algunas de estas enzimas tienen acciones significativas, como por ejemplo sobre el
deterioro de la calidad (por ejemplo, lipasa, plasmina, fosfatasa 4cida,
xantinadxidoreductasa), la preservacion de la calidad (por ejemplo, lisozima,
superoxidodismutasa, lactoperoxidasa), como indicadores de la historia térmica (por

ejemplo, fosfatasa alcalina, catalasa, y-glutaminotranspeptidasa, lactoperoxidasa) o

13
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como indicadores de mastitis (por ejemplo, N-acetilglucosaminidasa, catalasa). Las
enzimas estan heterogéneamente distribuidas en la leche, por ejemplo, la catalasa,
lactoperoxidasa, ribonucleasa y glucosaminidasa se encuentran principalmente en la
fraccion del suero lacteo, mientras que las proteinasas y la lipasa estan asociadas a
las micelas de caseina y la xantina oxidasa se encuentra en la membrana de los

globulos grasos (Ng-Kwai-Hang, 2011).

1.5. Principales etapas de la fabricacion de quesos

1.5.1. Seleccion y tratamiento de la leche

La composicion del queso estd fuertemente influenciada por la composicion
de la leche, especialmente su contenido de grasas, proteinas y calcio, y el pH. La
leche de vaca en etapas iniciales de la lactancia debe ser excluida, asi como en caso
de deteccion de mastitis, o de contaminantes quimicos, como pesticidas y
antibioticos. La leche debe ser de buena calidad microbiologica, debido a que las
bacterias contaminantes presentes se concentran en la cuajada y pueden causar

defectos en el queso o problemas sanitarios (Fox, 2011a).

Para que el queso tenga una determinada relacion entre su contenido de
proteinas y grasa, esta proporcion debe estar ajustada en la leche que se use como
materia prima para su fabricacion. Existen varias maneras de lograr este fin tales
como el agregado de crema, el descremado por centrifugacion o el agregado de leche

descremada. El calcio juega un papel importante en la coagulacion, es por ello que el

14
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agregado previo de una pequefia cantidad de CaCl, (0.01%) a la leche es una practica

comun (Fox, 2011a).

Tradicionalmente, el queso era fabricado a partir de leche -cruda.
Actualmente, esta practica sigue siendo utilizada en algunos casos, especialmente en
quesos con Denominacion de Origen Protegida (DOP). Sin embargo, en la mayoria
de los casos, la leche es sometida previamente a un tratamiento térmico de
pasteurizacidn, especialmente en industrias de gran escala, a los fines de eliminar
microorganismos patogenos potencialmente presentes en la leche y de obtener una

menor carga microbiana de partida en la leche (Fox, 2011a).

1.5.2. Obtencion de la cuajada

Habitualmente la leche tiene un pH cercano a la neutralidad, de alrededor de
6.7, pero para que haya una adecuada formacion de la cuajada es necesario disminuir
este pH, hasta un valor de 6.2 a 6.5 durante el moldeado y prensado y hasta 5.0 a 5.2
inmediatamente antes del salado, para la mayoria de los quesos obtenidos por
coagulacién enzimdtica. Esta acidificacion en general se obtiene mediante la
produccion in situ de acido lactico debido a la fermentacion de la lactosa presente en
la leche por parte de cultivos especialmente agregados de bacterias acido lacticas.
Estos cultivos son usualmente conocidos como cultivo iniciador, fermento primario o
starter, y a las bacterias perteneciente a este tipo de fermento se las llama bacterias
acido lacticas pertenecientes al fermento primario. La produccion de acido a una

adecuada velocidad es necesaria porque incide en: una adecuada actividad del
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coagulante; la desnaturalizacidén y retencion del coagulante en la cuajada, lo que
luego influye en la tasa de protedlisis durante la maduracién y puede afectar la
calidad del queso; la fuerza del gel, lo que influye sobre el rendimiento quesero; la
sinéresis del gel, que controla el contenido de humedad de la cuajada y asi regula el
crecimiento de las bacterias y la actividad de enzimas en el queso v,
consecuentemente, influye de manera notable sobre la tasa y el patrén de maduracioén
y la calidad del queso; la disponibilidad de fosfato de calcio coloidal de las micelas
de caseina que se disuelve a pH menores, lo que aumenta la susceptibilidad de las
caseinas a la proteolisis, y cambia la reologia de los quesos; la inhibicién del

crecimiento de microorganismos no deseados (Fox, 2011a).

En algunas variedades de quesos, ciertos cultivos son también agregados
deliberadamente, conocidos como cultivo adjunto o fermento secundario, con
propositos tecnologicos especificos que son ajenos a la acidificacion de la cuajada.
Tal es el caso del agregado de bacterias del género Propionibacterium en el caso de
quesos tipo suizos y del hongo Penicillium roqueforti en el caso de quesos azules,
que favorecen mediante su actividad metabdlica la generacion de caracteristicas

organolépticas que resultan propias de la variedad de queso (Fox, 2011a).

La coagulacion enzimatica de los quesos es el método de obtencion de la
cuajada mas empleado, ya que alrededor del 75% de las variedades de queso en el
mundo se obtienen de esta manera. Consiste basicamente en una protedlisis limitada

que es llevada a cabo por ciertas proteinasas agregadas. El fundamento de la accion
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de estas proteinasas es la ruptura especifica del enlace Phe;gs-Met;os de la molécula
de k-caseina, en la superficie de la micela caseinica. La hidrélisis de la k-caseina
altera la carga superficial y las propiedades estéricas de las micelas, lo que disminuye
la repulsion entre ellas, y permite asi su agregacion para que finalmente, en presencia
de Ca™, coagulen formando una red tridimensional firme conocida como cuajada
(Lucey, 2011). La quimosina bovina, originalmente obtenida del cuarto estdbmago o
abomaso de terneros lactantes, es la enzima coagulante més usada que tiene un
mayor rendimiento en la obtencion de la cuajada y actividad proteolitica especifica.
Actualmente la mayor parte de la quimosina bovina es obtenida por fermentacién en
cultivos de microorganismos modificados genéticamente para expresar el gen de

dicha enzima (Andrén, 2011).

1.5.3. Sinéresis, moldeado y prensado

Luego de la coagulacion, el gel formado es bastante estable, pero si es cortado
en pequefios fragmentos, proceso conocido como lirado, exudard suero, lo que se
conoce como sinéresis del gel. El tamafio de los fragmentos en que se corta la
cuajada dependera del grado de humedad que se desea obtener en el queso. Asi,
quesos con alto contenido de humedad son cortados en trozos mas grandes, y quesos
de baja humedad, o quesos duros, se corresponden con una cuajada cortada en
fragmentos mucho mas pequefios. En este proceso de sinéresis, se elimina la fase
acuosa de la leche o suero, conteniendo el 98% de la lactosa, 25% de la proteina total
y 10% de la materia grasa de la leche; las caseinas y grasas se concentran en un

factor de 6 a 12, dependiendo de la variedad de queso considerada (Fox, 2011a).
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Una vez que se han alcanzado los niveles de humedad y pH deseados, la masa
de coagulo se coloca en moldes donde termina de drenar el liquido y adquiere una
consistencia mas compacta. El contenido final de humedad de cada variedad de

queso se regula a través del prensado de la masa en el molde (Fox, 2011a).

1.5.4. Salado

El salado por inmersion en salmuera es el método de salado que se adopta
para la mayoria de las variedades de queso, si bien existen otros métodos como el
agregado de sal directamente sobre la cuajada obtenida luego de la coagulacion o el
salado por agregado directo de sal en la superficie de los quesos ya moldeados y
prensados. El salado en quesos cumple dos funciones principales, la de contribuir a la
preservacion y la de hacer un aporte directo al sabor del queso. Sin embargo, la
presencia de sal en la matriz del queso ejerce una amplia gama de efectos con
influencia sobre el crecimiento de la flora microbiana normalmente presente en el
queso durante la maduracion, la actividad enzimatica y el grado de hidratacion de las

caseinas (Guinee y Shuterland, 2011).

1.5.5. Maduracion

La gran mayoria de los quesos coagulados enzimaticamente son almacenados
durante un periodo, que segun la variedad, puede abarcar desde algunas semanas
hasta mas de dos anos. La duracion de este periodo en general se relaciona de manera
inversa con el contenido de humedad de la variedad de queso. De esta manera,

quesos con mayor contenido de humedad son madurados por menor tiempo y
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viceversa. Es durante esta etapa de maduracion que en cada variedad de queso se
desarrollan las caracteristicas que le son tUnicas, como resultado del complejo
conjunto de reacciones bioquimicas y cambios fisicos que ocurren. Los cambios
bioquimicos que ocurren durante la maduracion son causados por uno o mas de los
agentes involucrados: el coagulante, las enzimas nativas de la leche (especialmente
proteinasas y en ocasiones lipasas), las bacterias del fermento primario y los
microorganismos de la flora secundaria (por ejemplo, las bacterias acido lacticas no
pertenecientes al fermento primario). También tienen influencia las enzimas

exodgenas que puedan haber sido deliberadamente agregadas (Fox, 2011a).

La maduracién estd caracterizada por una compleja serie de reacciones

bioquimicas que pueden ser divididas en tres grupos principales:

J El metabolismo de la lactosa residual, lactato y citrato, que resulta en cambios
en el sabor, la textura y, en ocasiones, en la produccion de CO, (responsable de

la presencia de ojos y otras aberturas en la masa del queso).

o La lipdlisis y metabolismo de los 4cidos grasos libres, que si bien es moderada
en la mayoria de las variedades de quesos, puede ser importante en otras, e
incluso ser la via catabdlica principal y dominar el proceso de maduracion,

como ocurre en el caso de los quesos azules.
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o La proteolisis y posterior metabolismo de aminoacidos, que son las reacciones
mas complejas y quizas mas importantes que ocurren durante la maduracion de
quesos, especialmente en quesos madurados internamente con bacterias. Estas
transformaciones tienen gran influencia sobre el aroma y sabor, la textura y la
funcionalidad de cada queso. Las reacciones primarias que ocurren en la
protedlisis (degradacion de las caseinas) suelen ser responsables de los cambios
en la textura y funcionalidad, mientras que los cambios que impactan sobre el
aroma y sabor se originan principalmente de las modificaciones que ocurren
posteriormente sobre los productos de las reacciones primarias (McSweeney,

2011).

1.6. Queso Reggianito

El queso Reggianito es el queso duro mas importante elaborado en la
Argentina. Sus antecedentes son los quesos duros italianos de pasta cocida
Parmigiano Reggiano y Grana Padano, de los que surge como una adaptacion a las
condiciones locales, como resultado de la llegada de inmigrantes italianos en la
segunda mitad del siglo XIX. Es un queso mas pequeiio, con mayor contenido de
humedad y menor tiempo de maduracion que sus congéneres italianos (Castafieda y

col., 2010).

Segtn el Codigo Alimentario Argentino (CAA, 2006), articulo 635, “Con el
nombre de Queso Reggianito se entienden los quesos madurados que se obtienen por

coagulacion de la leche por medio del cuajo y/u otras enzimas coagulantes
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apropiadas, complementada por la accion de bacterias lacticas especificas. Deberan
tener un contenido minimo de 32 g de materia grasa / 100 g del extracto seco.
Consistencia dura, textura compacta, quebradiza y granulosa. Color blanco
amarillento y ligeramente amarillento. Sabor salado, levemente picante. Olor
caracteristico. Corteza lisa, consistente, bien formada, cubierta con revestimientos
apropiados, adheridos o no. Sin ojos. Cilindros de caras planas de 5 a 10 kg de peso y

madurados por lo menos seis meses para lograr sus caracteristicas especificas”.

El queso Reggianito generalmente se elabora con leche de vaca estandarizada
y pasteurizada. La cuajada se obtiene con coagulantes naturales bovinos o quimosina
obtenida por fermentacion y se utiliza como fermento primario, fermento natural de
suero obtenido de elaboraciones previas, conteniendo principalmente los lactobacilos
termofilos Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. Luego
de la coagulacion y el lirado, la cuajada se procesa mediante una etapa de coccion, en
la que es agitada y calentada progresivamente hasta una temperatura maxima de
alrededor de 50°C para favorecer aun mas la sinéresis. Luego del prensado, el queso
es salado por inmersion en salmuera durante 8-9 dias, tras lo cual es madurado a una
temperatura de 10-15°C y una humedad relativa de 82-85% durante un periodo

minimo de 6 meses (Sihufe y col., 2012).

El queso Reggianito ha sido objeto de diferentes estudios para poder

caracterizar la bioquimica de su maduracion, asi como para ver el efecto que pueden

tener sobre las caracteristicas finales del producto, diferentes modificaciones
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tecnologicas efectuadas en algunas de las etapas de su elaboracion. Reinheimer y col.
(1996) describieron las cepas de bacterias lacticas que predominan en el fermento
natural de suero que habitualmente se utiliza en la elaboracion de queso Reggianito.
Wolf'y col. (2010) llevaron a cabo un estudio utilizando distintas muestras de queso
comercial y poniendo especial énfasis en la caracterizacion de los compuestos
volatiles presentes, de marcado impacto sobre el aroma y sabor de esta variedad de

queso.

Se estudi6 el efecto de envasar con envoltura plastica cerrada al vacio sobre
las caracteristicas reologicas (Bertola y col., 1995), el perfil sensorial (Hough y col.,
1994) y el contenido de acidos organicos (Lombardi y col.,, 1994) durante la
maduracion de quesos Reggianito. También se evalud el efecto de sustituir el
fermento natural de suero que es habitualmente utilizado como fermento primario
por cepas puras seleccionadas (y originalmente aisladas de dicho fermento natural)
sobre aspectos relacionados con la proteolisis (Hynes y col., 2003; Hynes y col.,
2005), la lipolisis (Perotti y col., 2005) y el perfil sensorial en el queso (Candioti y

col., 2002).

Por otro lado, se realizaron estudios con el objetivo de evaluar el efecto del
uso de temperaturas mas elevadas de maduracion en queso Reggianito sobre los
distintos aspectos involucrados en la maduracién de los quesos como la proteolisis
(Sihufe y col., 2010a), la lipolisis (Sihufe y col., 2007), la informaciéon procedente

del analisis sensorial (Sihufe y col., 2010b) y se realizé una evaluacion estadistica
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conjunta de toda la informacién mencionada para establecer un tiempo 6ptimo de

maduracion de queso Reggianito a 18°C (Sihufe y col., 2010c¢).
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El crecimiento de la poblacién a nivel mundial, la incorporacion de productos
lacteos a la dieta en paises asidticos en los que tradicionalmente no eran populares y
el incremento del consumo per capita de estos productos en paises en los que ya
forman parte de la cultura alimenticia, son factores responsables del mayor interés
por bajar los costos de produccion sin que vaya en desmedro de la calidad del
producto. La maduracion de quesos, en especial de quesos duros, es una de las etapas
mas costosas de la fabricacion del producto. Entre las alternativas para acelerar la
maduracion, la de aumentar la temperatura de almacenamiento es una de las mas
simples, y a la vez mas efectivas. El queso Reggianito, que es el principal queso duro
producido en la Argentina, registra altos niveles de consumo y popularidad dentro
del pais y es también conocido en mercados del exterior, por mérito propio y por su
similitud con los quesos duros italianos. Por lo tanto, se proponen los objetivos que

se listan a continuacion.

2.1. Objetivo general

Se propone como objetivo general estudiar alternativas que permitan acelerar
la maduracion en queso Reggianito, usando como base el estudio de los principales
cambios bioquimicos que ocurren en quesos almacenados bajo diferentes

combinaciones de temperatura-tiempo, asi como la influencia que €stos tienen sobre
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las principales caracteristicas del producto.

2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos se proponen:

o Evaluar el efecto del aumento de la temperatura aplicado en la etapa inicial de
maduracion de queso Reggianito sobre:
A Los parametros de control fisicoquimico y microbiologico.
A Las vias bioquimicas de la proteolisis, lipolisis y formacion de
compuestos volatiles.

A Las caracteristicas sensoriales.

o En funcién a la informacién fisicoquimica, bioquimica y sensorial obtenida,
establecer una combinacion temperatura-tiempo y un tiempo de maduracion
que resulten adecuados para obtener un producto de caracteristicas similares al

queso Reggianito madurado en condiciones tradicionales.
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3.1. Aspectos microbiolégicos de la maduracion de quesos

3.1.1. Principales tipos de microorganismos

Desde el punto de vista microbiologico, el queso es un complejo ecosistema
de diversas especies de bacterias y en algunos casos también contiene ciertas
especies de mohos y levaduras como flora natural. Durante la maduracion, estos
microorganismos llevan a cabo sus actividades metabolicas, para lo cual utilizan los
hidratos de carbono, grasas y proteinas presentes en el queso, lo que tiene gran

influencia sobre las caracteristicas finales del producto.

Debido a que el queso es un ambiente selectivo, no cualquier tipo de
microorganismo es capaz de desarrollarse en su interior. Las bacterias que tienen
dicha capacidad son conocidas como bacterias acido lacticas (LAB, lactic acid
bacteria) y se caracterizan por la capacidad de producir acido lactico a partir de la
fermentacion de azlcares, incluyendo la lactosa, en la mayoria de las especies.
Comunmente son bacilos o cocos no moéviles, Gram-positivos, microaerofilicos,

acido tolerantes, no formadores de esporas (Fox, 2011d).
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Las LAB pueden ser mesoéfilas (temperatura 6ptima de crecimiento alrededor
de 30°C) o termofilas (temperatura Optima alrededor de 45°C). En cuanto a su
ubicacion taxondémica, las LAB pertenecen a alguno de los siguientes géneros
principales: Lactobacillus (125 especies), Lactococcus (5 especies y 3 subespecies),
Streptococcus (s6lo una especie es de interés en tecnologia alimentaria,
Streptococcus termophilus), Leuconostoc (22 especies y 3 subespecies), Pediococcus

(9 especies), Bifidobacterium, Carnobacterium y Enterococcus (Fox, 2011d).

La microflora del queso resulta de los cultivos agregados, la flora presente
en la leche (cuando no es pasteurizada previamente a la elaboracion) y la flora
adquirida del ambiente durante el proceso de manufactura. Las tendencias actuales
en la industria quesera estan dirigidas a lograr un mayor control sobre la microflora
presente en el queso, usando leche pasteurizada y mezclas de cultivos disefiadas para
un control y desarrollo de flavor a medida. Es asi que la flora bacteriana del queso
comprenderd una de las siguientes categorias: 1) cultivo primario o SLAB (starter
lactic acid bacteria), 2) cultivo secundario o adjunto, agregado principalmente por su
efecto sobre el flavor, formacion de ojos, etc. y 3) microorganismos adventicios o

NSLAB (non-starter lactid acid bacteria) (Broome y col., 2011).

Para cualquier tipo de queso, el fermento primario, junto con cualquier
cultivo secundario agregado y con la flora adventicia, deben tener los componentes
microbioldgicos adecuados para que ocurran las transformaciones bioquimicas

tipicas de ese tipo de queso. Los cultivos tradicionales (incluyendo los fermentos
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primarios industriales indefinidos que se derivan de precursores artesanales)
contienen tipicamente numerosas cepas de muchas especies microbianas. Todos
estos microorganismos contribuyen, desde un punto de vista bioquimico, a la

complejidad (y variabilidad) del producto final (Powell y col., 2011).

3.1.2. Fermento primario

Si bien existen quesos artesanales en los que los lactococos presentes
naturalmente en la leche son los encargados de la acidificacion inicial de la leche
(Cogan, 2011), en la gran mayoria de los casos se recurre con esta finalidad al
agregado de cultivos de microorganismos que por la funciéon que desempefian son

conocidos como cultivo iniciador o fermento primario.

Dentro de los cultivos primarios se pueden distinguir los mesofilos, que
comprenden a especies del género Lactococcus y en ocasiones, Leuconostoc y a los
termofilos, que tipicamente incluye a las bacterias termofilas del género
Lactobacillus y a Streptococcus termophilus. Los cultivos mesofilos tienen un
crecimiento y una produccion de 4dcido Optima a temperaturas de alrededor de 30°C y
son capaces de producir 4cido (aunque no necesariamente de crecer) a una
temperatura de coccion del queso de hasta 38-40°C. Los cultivos termofilos tienen
temperaturas de crecimiento optimo de alrededor de 42°C y son tipicamente usados
en quesos manufacturados a altas temperaturas (tales como algunas variedades de
quesos italianos y suizos en los que se usan temperaturas desde 37°C y hasta por

encima de los 50°C) (Powell y col., 2011).
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La funcion principal de los cultivos de SLAB es la de producir acido lactico
por fermentacion de la lactosa en las etapas iniciales de la manufactura de quesos. La
consecuente caida del pH es la que afecta a numerosos aspectos del proceso de
manufactura de quesos y en ultima instancia, la composicion y calidad del queso. Es
importante notar que estos efectos no estan simplemente relacionados al pH final del
queso, sino que dependen del pH en distintos momentos cruciales durante la
manufactura del queso, especialmente en el momento del drenaje del suero y durante
la sinéresis. Una produccion de acido predecible por el cultivo primario puede ser
crucial para un control de la textura del queso y el desarrollo del flavor (Powell y

col., 2011).

Otra funcion importante del fermento primario es contribuir a generar
condiciones adversas para el crecimiento de otros microorganismos; el crecimiento
de muchos patogenos que son sensibles a medios acidos estd inhibido en cierta
medida por el pH bajo, asi como por las moléculas de 4cido lactico sin disociar.
Ademas, la oxidacion de la lactosa es fundamental para la reduccion de la tension de
oxigeno y la consecuente disminucion del potencial de o6xido-reduccion, que
constituye otro obstdculo para el crecimiento de otros microorganismos. Sin
embargo, estos cambios mencionados actuan como un obstaculo mas para inhibir el
crecimiento de patdégenos, operando en el queso en conjunto con la baja temperatura,
baja actividad acuosa, presencia de sal y acidos organicos y la baja disponibilidad de

oxigeno (Powell y col., 2011).
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Otra caracteristica de mucha importancia en relacion a las SLAB es la de
formar parte en el desarrollo del flavor en quesos, debido a que poseen un conjunto
de peptidasas que son capaces de degradar hasta aminoacidos los péptidos formados
por otros agentes proteoliticos, pudiendo luego estos aminoacidos actuar como
precursores de un conjunto de compuestos volatiles de aroma y sabor. Cuando las
células de las SLAB se lisan en el queso, las peptidasas intracelulares pasan a estar
disponibles para actuar sobre los péptidos que estan presentes en la masa del queso.
Cuando la cantidad de lactosa presente en el queso se reduce a niveles limitantes, el
metabolismo de los cultivos primarios puede afectar directamente el desarrollo de
flavor en el queso mediante la formacion de diversos compuestos derivados del

lactato, del citrato y de los aminoacidos (Broome y col., 2011).

En la actualidad, existen diferentes formas de preparar los cultivos de
fermentos primarios que luego seran utilizados en la elaboracion del queso. Si bien
originalmente los queseros preparaban estos fermentos sin ningun conocimiento de
microbiologia, actualmente en la mayoria de los casos los fermentos son de origen
comercial. Se dispone de una amplia gama de microorganismos, para ser utilizados
solos o combinados, los cuales han sido especialmente seleccionados a nivel de
especie e incluso cepa para el fin particular para el que son utilizados. Sin embargo,
existen aun, especialmente en Europa, variedades de quesos en los cuales se utilizan
fermentos primarios preparados de forma artesanal, como son los fermentos naturales

de leche y de suero lacteo (Powell y col., 2011).
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3.1.3. Fermento secundario

Los cultivos secundarios pueden ser definidos como aquellos cultivos de
microorganismos que son utilizados en la manufactura de algunos tipos de quesos
con una funcioén especifica dentro del proceso de desarrollo y el control del flavor, el
color y la textura del queso. El crecimiento y el desarrollo de los cultivos secundarios
en quesos estan normalmente precedidos por la fermentacion de la lactosa a lactato
por el fermento primario ya que la contribucion de los cultivos secundarios a la
acidificacion de la leche suele ser limitada o nula. Los cultivos secundarios son
usados en la manufactura de quesos debido a sus propiedades fisiologicas o
bioquimicas unicas, que estan o ausentes o severamente limitadas en el fermento
primario. Entre estas propiedades estdn, por ejemplo, la halotolerancia, el
crecimiento a bajo pH, la utilizacién del lactato, la formacion de CO,, la actividad
proteolitica y peptidolitica, la actividad lipolitica y esterolitica o las actividades
enzimdticas del catabolismo de aminoécidos. Entre los cultivos secundarios se
incluyen un conjunto de especies de levaduras, mohos y bacterias (Rattray y Eppert,

2011).

En otros tipos de quesos, entre los que se incluye el Cheddar y los quesos
duros italianos, normalmente no se usan cultivos secundarios y la generacion del
flavor depende de la actividad metabolica y del complemento de enzimas del

fermento primario y de la flora adventicia o NSLAB (Rattray y Eppert, 2011).
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3.1.4. Bacterias acido lacticas no pertenecientes al fermento primario

Este grupo estd presente en la mayoria de los quesos madurados durante un
cierto tiempo y comprende principalmente a lactobacilos facultativos
heterofermentativos, especialmente Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei,
pero también pueden estar presentes Pediococcus spp. y lactobacilos
heterofermentativos obligados como son Lactobacillus brevis y Lactobacillus
fermentum. Son microorganismos mesofilos y las principales fuentes de origen son la
leche (especialmente en quesos elaborados con leche cruda) y/o el ambiente de la
fabrica. La mayoria de las NSLAB son anaerobios facultativos acido y halotolerantes
y por lo tanto pueden crecer en el queso en estadios mds avanzados de la
maduracion, donde se transforman en la poblacion predominante (Cogan, 2011). En
quesos manufacturados en las instalaciones industriales actuales, con un alto nivel de
higiene y automatizacion, las NSLAB constituyen el tnico factor que permanece sin
controlar y son en consecuencia la principal fuente de inconsistencias y defectos en
la calidad del producto final (Bude Ugarte y col., 2006). Hasta el momento no esté
bien establecido qué compuestos utilizan las NSLAB como fuente primaria de
energia. Si bien tienen la capacidad de degradar carbohidratos simples con mayor
facilidad, la virtual desaparicion de la lactosa residual en las primeras semanas de
maduracion muestra que son capaces de obtener energia partiendo de otros
compuestos. Entre los compuestos que serian responsables de este aporte figuran los
acidos grasos, glicoproteinas y glicolipidos, aminoéacidos e incluso nucleotidos que
son liberados en la masa del queso debido a la lisis de los cultivos primarios

(Broadbent y col., 2011).
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Dentro de la poblacion NSLAB, existe una mayor diversidad de especies en
estadios més tempranos. A diferencia de lo que ocurre en el fermento primario, las
células de las NSLAB se lisan lentamente en quesos duros y sus enzimas
intracelulares probablemente no son liberadas en la masa del queso. Sin embargo, se
cree que pueden tener una alta participacion en el desarrollo del flavor y muchos
estudios actuales proponen el aislamiento de algunos de estos microorganismos para
ser usados como cultivos adjuntos que aceleren o intensifiquen el desarrollo del
flavor. Una de las acciones mas importantes es el metabolismo de los aminoacidos
libres presentes durante la maduracioén. En particular, el catabolismo de metionina y
de los aminoacidos aromadticos y de cadena ramificada generaria compuestos
volatiles con un fuerte impacto sobre el flavor del queso. Las NSLAB también
estarian involucradas en la lipdlisis y el posterior catabolismo de los acidos grasos
liberados, ademas de la capacidad de metabolizar compuestos con impacto en el
flavor a través de vias degradativas alternativas para los compuestos remanentes,

como el lactato y el citrato (Broadbent y col., 2011).

3.1.5. Principales factores que controlan el crecimiento de los microorganismos

3.1.5.1. Actividad de agua

La actividad de agua (ay) en el queso disminuye a medida que avanza la
maduracion. La pérdida de agua por evaporacion, la mayor concentracion de solutos
como el lactato y demas acidos organicos y la mayor captacion de agua libre por
parte de los péptidos y aminodcidos liberados asi como los 4cidos grasos libres, son

los responsables de esta disminucion. Las bacterias necesitan altos valores de a,, para
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sobrevivir, siendo de esta manera un factor que ayuda a limitar la multiplicacion de

los microorganismos (Cogan, 2011).

3.1.5.2. Sal

La accion de la sal estd en intima relacion con la reduccion de ay, que ocurre
cuando un soluto se disuelve en agua. La relacion entre la concentracion de sal y la
disminucion en a, es practicamente lineal. La concentracion de sal en quesos es
variable, desde valores inferiores a 0.5% a valores de alrededor del 5% (Cogan,

2011).

3.1.5.3. Potencial de 6xido-reduccion

El potencial redox varia desde un valor positivo de alrededor de 150 mV en la
leche a uno negativo de -250 mV en el queso. Esta disminucion en el potencial
probablemente se debe a la disminucion de la tension de oxigeno como resultado de
la fermentacion de la lactosa a acido lactico por parte del fermento primario. Por lo
tanto, se puede definir al queso como un sistema anaerobico, en el que s6lo pueden

crecer microorganismos anaerobios, facultativos u obligados (Cogan, 2011).

3.1.5.4. pHy acidos organicos

La mayoria de las bacterias tienen un pH para el crecimiento dptimo cercano
a la neutralidad y tienen poco crecimiento en pH menores a 5. Dado que el pH del

queso luego de la manufactura suele ser de 4.5 — 5.3, el mismo es un factor
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significativo para el control del crecimiento de bacterias en el queso. Por el contrario,
las bacterias lacticas tienen pH de crecimiento 6ptimo por debajo de 7 y en especial
los lactobacilos pueden crecer a valores de pH cercanos a 4. Complementariamente,
los &cidos organicos no disociados tienen también la capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano. Los acidos lactico, acético y propionico predominan en la

mayoria de los quesos (Cogan, 2011).

3.1.5.5. Temperatura y humedad

La temperatura a la que cada variedad de queso es madurada es una solucion
de compromiso entre los eventos bioquimicos que se quieren favorecer y aquellos
que se quieren limitar. Debe considerarse que asi como se quiere promover las
reacciones bioquimicas que ocurren durante la maduracion y el crecimiento (o lisis)
por parte de los microrganismos presentes, se busca prevenir el desarrollo de
microrganismos indeseables. Por otro lado, la humedad es un parametro que en
general se controla con un enfoque similar. Una humedad excesiva puede ser
indeseable desde el punto de vista microbioldgico, pero debe mantenerse controlada
y que no sea baja para prevenir excesiva pérdida de humedad, especialmente en

quesos blandos (Cogan, 2011).

3.1.6. Evolucion de la flora LAB durante la maduracion

El nimero inicial de SLAB en la leche antes de la coagulacion estd en el
orden 10°-10" UFC/g queso. Luego crecen relativamente rapido durante la

manufactura, llegando a alrededor de 10° UFC/g queso en casi todos los quesos a las
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pocas horas de haber sido agregados a la leche. De esta manera, las SLAB son los
microorganismos dominantes en el queso al comienzo de la maduracion. La mayor
parte de las SLAB se lisa relativamente rapido durante la maduracion, liberando sus
enzimas intracelulares que, junto con la quimosina, ayudan al desarrollo del flavor
del queso. En contraste con lo que ocurre con el fermento primario, las NSLAB
tienen recuentos iniciales bajos en el queso (alrededor de 10° UFC/g queso), pero
crecen relativamente rapido para llegar a cifras altas, del orden de 10° UFC/g queso
dentro del primer mes de maduracion, para luego mantenerse en niveles

relativamente constantes entre 10"y 10° UFC/g queso (Cogan, 2011).

3.1.7. Microbiologia de quesos duros italianos y de queso Reggianito

La preparacion tradicional de un cultivo primario indefinido, usando parte de
una elaboracion (o suero originado a partir de ésta) como fermento primario para la
elaboraciéon siguiente, resulta en wun enriquecimiento selectivo en los
microorganismos que sobreviven y se multiplican bajo las condiciones de la
elaboracion quesera. Asi, los fermentos primarios tradicionales de cualquier tipo de
queso contienen bacterias adecuadas, naturalmente seleccionadas, para el proceso de
manufactura tradicional (especialmente para el perfil de temperaturas presente
durante la manufactura). Esta interrelacion se aplica también para el caso de
elaboracién de quesos a escala industrial (Powell y col., 2011). En el caso de los
quesos acidificados con fermento natural de suero y en los que su elaboracion
incluye una etapa de coccion por encima de los 40°C, existe una seleccion de flora

LAB terméfila. Por ejemplo, en los quesos duros italianos Parmigiano Reggiano y
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Grana Padano, que tienen un proceso de coccion en el que la cuajada llega a 54-
56°C, el fermento natural de suero estd dominado por las especies de lactobacilos
termofilos Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus fermentum (Di Cagno y
Gobbetti, 2011). De manera anéloga, para queso Reggianito, elaborado con una
tecnologia que tiene similitudes a la utilizada para los quesos tipo grana italianos, y
que incluye una coccidén de la cuajada con temperaturas que llegan a 51°C, el
fermento natural de suero que es utilizado estd principalmente compuesto por cepas
de los termofilos Lactobacillus helveticus (66% del total) y Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis (33%) (Reinheimer y col., 1996). Ningtn tipo de cultivo adjunto es

utilizado durante la elaboracion de estos quesos.

Dado que la mayoria de los quesos duros italianos, manufacturados bajo
estrictas normas por estar registrados bajo DOP, son elaborados siguiendo técnicas
artesanales entre las que se incluye el uso de leche cruda, existe una gran diversidad
en cuanto a las especies de lactobacilos mesoéfilos presentes en cada uno de ellos, asi
como diferencias en la composicion entre las distintas variedades de quesos. Asi, por
ejemplo, se ha reportado que Lactobacillus casei, Lb. casei subsp. pseudoplantarum
y Lb. rhamnosus predominan en quesos Parmigiano Reggiano, mientras que Lb.
plantarum, Lb. curvatum y Lb. fermentum, junto con una heterogénea poblacion de
lactococos se encontraron en quesos maduros de la variedad Pecorino Romano (Di

Cagno y Gobbetti, 2011). Hasta el momento, en queso Reggianito no se ha
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informado sobre estudios que incluyan recuentos totales o de composicion de la flora

NSLAB.

3.2. Aspectos bioquimicos de la maduracion de quesos

Desde un punto de vista bioquimico, durante la maduracion el queso es un
espacio limitado en donde ocurren una gran cantidad de reacciones bioquimicas, que
son en su mayor parte catalizadas por las distintas enzimas presentes. En la mayoria
de las reacciones se liberan, a partir de las macromoléculas presentes, fragmentos
cada vez mas pequefos hasta llegar a los componentes mas elementales: aminoacidos
en el caso de las proteinas y acidos grasos y glicerol en el caso de las grasas. Luego
estos compuestos pueden seguir siendo objeto de reacciones adicionales o
secundarias, generandose a partir de hidratos de carbono simples (lactosa residual,
lactato y citrato), acidos grasos y aminodacidos, distintos compuestos volatiles que
juegan un papel importante en aumentar la complejidad y diversidad de las
caracteristicas de los quesos. Las reacciones primarias son responsables
principalmente de los cambios en la textura y funcionalidad, mientras que los
cambios que ocurren debido a las transformaciones quimicas de estos productos

primarios tienen mds impacto sobre las caracteristicas del flavor.

3.2.1. Proteolisis

Bajo el nombre de proteodlisis se agrupa al conjunto de reacciones
degradativas del que son objeto las proteinas y que son las mas complejas e

importantes en quesos madurados internamente con bacterias, como es el caso de la
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gran mayoria de los quesos duros. La prote6lisis es la responsable primaria de los
cambios que se dan en la textura y funcionalidad en los quesos y hace una
contribucion significativa al flavor a través de la formacion de aminodcidos y
péptidos cortos. Sin embargo, mas importante atn es la contribucion que hacen de
modo indirecto estas vias proteoliticas al desarrollo del flavor, ya que los
aminoacidos liberados por el proceso sirven a su vez como sustrato en las reacciones
catabolicas posteriores, que generan una multitud de compuestos volatiles con alto

impacto sobre el flavor del alimento (McSweeney, 2011).

En muchas variedades de quesos, la cadena de eventos que conforman el
proceso de protedlisis sigue aproximadamente el mismo camino. Inicialmente las
caseinas sufren una hidroélisis parcial, debido a la accidon enzimatica del coagulante
residual retenido en la cuajada y a enzimas nativas de la leche (fundamentalmente la
plasmina), que da como producto un rango de péptidos de tamaino grande a
intermedio. Este proceso a menudo es conocido como protedlisis primaria. Los
péptidos producidos luego de la protedlisis primaria pueden ser a su vez hidrolizados
por las proteinasas y peptidasas pertenecientes a los distintos microorganismos
presentes (SLAB, NSLAB o cultivos secundarios) para dar como productos, péptidos
mas cortos y aminoacidos, siendo esta serie de eventos conocida como proteo6lisis
secundaria. Sin embargo, existen grandes diferencias en cuanto a la importancia
relativa de cada una de las vias que componen la proteolisis y a su extension global
entre las distintas variedades, debido a variaciones en las practicas de manufactura

(particularmente la temperatura de coccion) y en los protocolos seguidos para la
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maduracion, que causan diferencias en el tiempo de maduracion, contenido de
humedad, actividad del coagulante residual, activacion del plasmindégeno a plasmina
y posiblemente en el desarrollo de una flora altamente proteolitica. El patron de
protedlisis (esto es, las concentraciones relativas de los diferentes péptidos y
aminoacidos) es muy variable y es esencialmente particular para cada variedad de

queso (McSweeney, 2004).

3.2.2. Principales agentes proteoliticos

3.2.2.1. Coagulante residual

La mayor parte del coagulante agregado a la leche se pierde con el lactosuero
y, segun la variedad de queso que se trate, por desnaturalizacién durante la etapa de
coccion. En los quesos cocidos a temperaturas altas, de alrededor de 55°C o mas, el
coagulante perdera toda o casi toda su actividad enzimatica. Sin embargo, a
temperaturas menores una cierta proporcion quedard en estado nativo y serd
suficiente para catalizar reacciones hidroliticas sobre las caseinas. Durante la
maduracion del queso, el coagulante es responsable principalmente de la ruptura

inicial de las caseinas o proteo6lisis primaria.

Distintos coagulantes intervienen en la elaboracion de distintas variedades de
queso. La quimosina, ya sea agregada en estado puro o en combinacién con la
enzima pepsina, es el coagulante més utilizado. El sitio principal de accion sobre ag;-
caseina es el enlace Phess-Pheys, que por ejemplo en quesos Cheddar es

completamente hidrolizado hacia los 4 meses de maduracion y que origina el péptido
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largo ag;-CN (£24-199), conocido como ag;-I-caseina y el péptido corto ag;-CN (f1-
23). El segundo enlace mas susceptible en esta proteina es el Leu;g;-Lysioz, que esta
extensamente hidrolizado en queso Cheddar maduro. La accion de la quimosina
sobre la ag;-caseina en el queso no ha sido aun dilucidada, pero al parecer su alcance
es limitado. Con respecto a la B-caseina, a pesar de que el enlace Leujgo-Tyrjo3 €5
muy susceptible a la accidon de la enzima en solucion, en las condiciones del queso
no se ha demostrado que esto ocurra. La mayoria de los enlaces de la B-caseina
potencialmente susceptibles a la accion de la quimosina estan ubicados en la region
C-terminal, rica en aminoacidos hidrofoébicos y por lo tanto la hidrélisis de estos
enlaces liberaria péptidos hidrofobicos, que contribuyen al sabor amargo. Sin
embargo, la accion de la quimosina sobre la B-caseina parece estar fuertemente

inhibida en el queso por los niveles de sal presente (McSweeney, 2011).

La especificidad de los sitios de accion de la pepsina sobre las moléculas de
las caseinas seria en general similar a los de quimosina, pero no han sido establecidos
con precision. Una diferencia es que la pepsina bovina rompe el enlace Leu;¢o-Glu o
de la agj-caseina con bastante rapidez, mientras que este enlace es hidrolizado con

bastante lentitud por la quimosina (McSweeney, 2011).

3.2.2.2. Proteinasas nativas de la leche

La leche contiene naturalmente una serie de proteinasas nativas, entre las

cuales la plasmina claramente es la mas importante. En menor proporcion y con baja
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significancia relativa, se encuentran también la proteinasa acida catepsina D y otras

enzimas nativas.

La plasmina en una serin-proteasa que proviene del suero sanguineo y cuyo
pH de actividad optima se encuentra alrededor de 7.5. Forma parte de un sistema
enzimatico que incluye un precursor o zimégeno (plasmindgeno), activadores e
inhibidores. La plasmina, el plasmindgeno y los activadores del plasminégeno estan
asociados a las micelas de caseina y quedan asi incorporados dentro de la cuajada.
Por otro lado, los inhibidores de la plasmina y de los activadores del plasminogeno
estan presentes en el lactosuero y en su mayor parte se eliminan de la cuajada durante
la coagulacion. La presencia de estos inhibidores mantiene baja la actividad de la
plasmina en la leche, mientras que su ausencia en la cuajada la favorece

(McSweeney, 2011).

La plasmina actia principalmente sobre la B-caseina y como productos de
esta hidrolisis surgen las y-caseinas: y;-caseina (B-CN (£29-209)), y,-caseina (B-CN
(f106-209)) y ys-caseina (B-CN (f108-209)) y las proteosa peptonas (PP): PP5 (B-CN
(f1-105) y B-CN (f1-107)), PP8 lenta (B-CN (f29-105) y B-CN (£29-107)) y PP8
rapida (B-CN (f1-28)). La ag-caseina es susceptible a la accion de la plasmina en 8
enlaces diferentes mientras que la ogj-caseina, a pesar de ser menos susceptible a la
plasmina que la as,- y B-caseina, puede ser hidrolizada en solucidon, dando origen a
fragmentos conocidos como A-caseinas, presentes en forma minoritaria (McSweeney,

2011).
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La plasmina es principalmente responsable de la hidrolisis limitada de la B-
caseina que ocurre en los quesos madurados internamente con bacterias y su
contribucion es particularmente importante en los quesos con coccion a altas
temperaturas. En este caso, los inhibidores de los activadores del plasminogeno son
extensa o completamente desnaturalizados, mientras que el coagulante residual es
parcialmente inactivado. Ademas, el calor durante la coccion provoca la apertura de
ciertos dominios plegados (kringle domains o dominios rosquilla) en la estructura
espacial del plasmindgeno, lo que favorece la accion de los activadores del
plasmindgeno y asi también contribuye a una mayor actividad de plasmina. La
plasmina es posiblemente la responsable de la hidrolisis de la aS2-caseina en los

quesos durante la maduracion (McSweeney, 2011; Ismail y Nielsen, 2011).

3.2.2.3. Enzimas proteoliticas de origen microbiano

Las LAB son débilmente proteoliticas en relacién a otros microorganismos,
pero poseen un sistema proteolitico, ya que éste resulta esencial para su crecimiento

en la leche.

El sistema proteolitico de bacterias del género Lactococcus estd bien
caracterizado e incluye proteinasas de pared celular, sistema de transporte de
péptidos y aminodcidos, y una bateria de proteinasas y peptidasas intracelulares que
en conjunto, son capaces de hidrolizar completamente las caseinas hasta

aminodcidos. Sin embargo, su actividad enzimdtica en el queso durante la
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maduracion estaria concentrada sobre oligopéptidos producidos a partir de la

degradacion previa de ag;- y B-caseina por quimosina y plasmina, respectivamente.

El sistema proteolitico de Lactobacillus spp. estd menos estudiado que el de
Lactococcus spp., pero se sabe que son similares en cuanto a la distribucion y
propiedades de sus proteinasas y peptidasas. Sin embargo, existen diferencias
notables en cuanto al nivel de actividad de estos sistemas dentro del género, ya que
los lactobacilos termofilos tendrian una actividad mas amplia y completa que los
lactobacilos mesofilos, que solo son capaces de utilizar péptidos pequefios y
aminoacidos. El rol de la proteinasa de pared en los lactobacilos termofilos durante la
maduracion del queso probablemente seria similar al que cumple la de las bacterias
del género Lactococcus, es decir, la hidrélisis de oligopéptidos, mas que de caseinas
intactas. Tanto bacterias lacticas del género Lactococcus como del género
Lactobacillus pueden lisarse durante la maduracion, lo que libera el contenido
enzimatico (que continua siendo activo) en la masa del queso. De esta manera, luego
de la lisis celular pueden seguir siendo producidos oligopéptidos y aminoacidos a

partir de dichas enzimas microbianas (McSweeney, 2011).

3.2.3. Lipdlisis

En todas las variedades de queso existe un cierto grado de ruptura de caracter
hidrolitico de las moléculas de triglicéridos o lipdlisis, provocando la liberacion de
acidos grasos en el queso. En la mayoria de las variedades de quesos, la via de la

lipdlisis ocurre en forma moderada. Esta hidrdlisis es de naturaleza enzimatica y
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segin la variedad de queso considerada, las enzimas responsables de esta

transformacion pueden ser de origen enddgeno, exdgeno o nativo de la leche.

En aquellos quesos en que esta via es muy activa, los productos generados a
partir de ella hacen un aporte sustancial a sus caracteristicas distintivas. Tal es el caso
de algunos quesos italianos conocidos como Pecorino (por ejemplo, Pecorino
Romano), Provolone, y los quesos tipo Grana, pero el caso mas notable es quizas el
de los quesos azules. El mas conocido de los quesos azules es el Roquefort, en el que
ocurre una lipolisis muy extensa debido a las activas lipasas de origen fungico,

producidas por el cultivo adjunto Penicillium roqueforti.

En otras variedades de quesos, niveles aun ligeramente por encima de lo
habitual tiene un efecto indeseable sobre el flavor, originando el defecto sensorial de
rancidez. Tal es el caso de los quesos Cheddar, o aquellos de la familia de quesos
holandeses o de la de quesos suizos. Sin embargo, bajas concentraciones de los
acidos grasos de cadena corta (volatiles) son importantes y probablemente esenciales

para el flavor de muchas variedades de quesos.

La lipolisis es considerablemente mayor en quesos elaborados con leche
cruda en comparacion con aquellos elaborados con leche pasteurizada, en los cuales
la inactivacion térmica de la principal lipasa de la leche, la lipoproteinlipasa y los

cambios en la flora nativa de la leche causados por las altas temperaturas de la
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pasteurizacion reducen notablemente el numero y la diversidad de microorganismos

(McSweeney, 2004).

3.2.4. Principales agentes lipoliticos

3.2.4.1. Lipoproteinlipasa

La lipoproteinlipasa (LPL) es una enzima de origen sanguineo. Pese a ser
muy activa, los triglicéridos en la leche estdn protegidos de su accidon por estar
formando parte de los globulos grasos, y por lo tanto separados y protegidos de la
hidrélisis por la membrana del globulo graso, mientras que el 90% de la LPL se halla
asociada a las micelas de caseinas. La actividad de la LPL es so6lo apreciable en

quesos elaborados partiendo de leche cruda (McSweeney, 2004).

3.2.4.2. Esterasa pregastrica

En algunas variedades de quesos como los italianos de tipo Provolone o
Pecorino se usan como coagulante, pastas obtenidas por maceracion a partir del
estobmago de animales jovenes en lactancia, tales como los estomagos de cordero.
Esta pasta suele contener, ademas de la quimosina, altos niveles de la enzima
esterasa pregastrica, una lipasa de actividad Optima entre 32-42°C y que es la
responsable de los altos niveles de acidos grasos libres en estas variedades de queso

(McSweeney, 2004).
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3.2.4.3. Enzimas lipoliticas de origen microbiano

Los niveles de lipdlisis en algunos quesos en los que es agregado un fermento
secundario, dependen de la actividad lipolitica de las enzimas de dicho cultivo. En
este sentido, microorganismos muy lipoliticos asociados con quesos pertenecen al
género Penicillium, mohos utilizados en la maduracion de quesos azules y quesos

madurados con mohos en superficie, como el Camembert y el Brie.

En la mayoria de los quesos madurados internamente con bacterias y
elaborados a partir de leche pasteurizada no existen agentes lipoliticos fuertes y la
lipdlisis ocurre lentamente durante la maduracidon debido a la presencia de enzimas
lipoliticas intracelulares correspondientes a la microflora presente en el queso, tanto
del fermento primario como de NSLAB. Aunque la accion de estas enzimas es débil,
la alta cantidad de bacterias lacticas en los distintos momentos de la maduracion y la
alta tasa de lisis de las células del fermento primario, son responsables de que los
acidos grasos libres estén presentes en una cantidad moderada pero significativa y

que tiende a ser mayor a medida que transcurre la maduracién (McSweeney, 2004).

3.2.5. Degradacion de compuestos de menor tamaiio

Los compuestos generados a partir de las grandes vias de degradacion como
la proteolisis y la lipolisis (aminoacidos libres y 4acidos grasos libres,
respectivamente) pueden, junto con el lactato y el citrato presentes en el queso, ser
degradados a una gran cantidad de compuestos volatiles, siguiendo un igualmente

numeroso conjunto de reacciones bioquimicas.
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3.2.5.1. Metabolismo del lactato y citrato

El metabolismo del lactato es de gran importancia en algunas variedades
especificas de quesos donde a través de la accion de cultivos adjuntos, estd ligada a
la produccion de compuestos de importancia tecnoldgica. Tal es el caso de las
variedades de quesos tipo suizo, donde por accion del cultivo adjunto
Propionibacterium se generan, entre otros, acido propidnico, de importancia para su
flavor caracteristico, y CO,, responsable de la formacion de ojos, caracteristica tipica

en estos quesos (McSweeney y Fox, 2004).

En quesos elaborados sin fermentos adjuntos y a partir de leche pasteurizada,
el lactato puede ser oxidado al menos parcialmente por parte de las LAB presentes a
una variedad de compuestos que incluye el acetato, etanol, formiato y CO,, pero
estas reacciones estan limitadas segun el tipo de poblacion NSLAB presente y la
disponibilidad de oxigeno, que suele ser baja, en especial en quesos de gran tamafio o
envasados con envoltura (Fox y col., 2000). Otra reaccion que puede ocurrir es la
formacion del isdémero D-lactato a partir del L-lactato originalmente presente en el
queso. La racemizacion del L-lactato es una secuencia de dos reacciones enzimaticas,
la reduccion del L-lactato a piruvato y la posterior oxidacion del piruvato a D-lactato,
y su formacién seria consecuencia de la accion de diferentes bacterias lacticas, entre
las que podrian encontrarse algunas NSLAB. La racemizacién del lactato no es
importante desde el punto de vista del flavor, pero el D-lactato unido al calcio, de

baja solubilidad, puede formar cristales en la masa del queso, dandole una apariencia
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andémala que puede generar rechazo por parte del consumidor (McSweeney y Fox,

2004).

En la leche, el citrato suele estar presente en una concentracion de alrededor
de 1.8 g/L, en su gran mayoria en solucion y se pierde junto con el lactosuero durante
la coagulacion. Un remanente de alrededor de un 5% de este citrato estd en fase
coloidal y queda retenido en la cuajada. El citrato es un importante precursor de
compuestos relacionados con el flavor en variedades de quesos en las que se utilizan
cultivos iniciadores mesoéfilos. Este es el caso de los quesos tipo holandeses en los
que las cepas seleccionadas de Lactococcus spp. y Leuconostoc spp. producen a
partir de citrato grandes cantidades de los compuestos diacetilo, acetoina y 2,3-
butanodiol, que tienen alto impacto sobre el flavor caracteristico y CO,, responsable
de la generacion de ojos tipicos. El citrato no es metabolizado por fermentos
primarios termofilos. Sin embargo, aun en quesos con estos cultivos, el citrato puede
ser metabolizado lentamente a acetoina, acetato y diacetilo por algunas cepas de la

flora NSLAB (McSweeney, 2004).

3.2.5.2. Metabolismo de los acidos grasos libres

Partiendo de la gran variedad de acidos grasos originalmente presentes en los
triglicéridos, los distintos acidos grasos libres (AGL) que se generan pueden seguir
distintas vias catabdlicas, dando lugar a una amplia gama de compuestos volatiles.
Una de las vias mas importantes es la reaccion de esterificacion entre los diversos

acidos grasos y alcoholes presentes en el queso, que genera ésteres que, por lo
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general, aportan notas frutales al flavor en quesos. Pese a que suelen estar presentes
metil, propil y butil ésteres, debido a que el alcohol que esta mas disponible para esta
reaccion es el etanol, los etil ésteres son los que predominan en quesos. El etanol no
tiene un Unico origen, ya que proviene en parte del metabolismo del lactato y en
parte de reacciones de degradacion de aminoacidos. Por otro lado, producto de la
esterificacion de los acidos grasos libres con compuestos que poseen el grupo
sulfhidrilo (principalmente metanotiol), se generan los tioésteres (McSweeney,

2004).

La hidroxilacién de los acidos grasos en las posiciones y- o 0- genera y- y 0-
hidroxidcidos, que a su vez, por esterificacion intramolecular puede generar
compuestos ciclicos llamados y- y d-lactonas, con impacto sobre el flavor. Los acidos
grasos insaturados pueden originar hidroperdxidos que luego al desdoblarse originan
aldehidos, tales como butanal, heptanal y nonanal. Posteriores reacciones de
oxidacién o reduccion de estos aldehidos pueden originar los correspondientes acidos

o alcoholes (McSweeney, 2004).

Por ultimo, la reaccion de B-oxidacion parcial de los acidos grasos genera
compuestos cetonicos conocidos como 2-alcan-onas, o metil cetonas, que ademas
pueden ser reducidos dando origen a los correspondientes alcoholes secundarios.
Esta via es sumamente importante en quesos azules, ya que las metilcetonas estan en
alta concentracion y son componentes fundamentales del flavor caracteristico en este

tipo de quesos (McSweeney, 2004).
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3.2.5.3. Metabolismo de los aminoacidos libres

Existe una marcada diversidad en las propiedades fisicas y quimicas de los
aminodcidos que componen las proteinas. Es por ello que suelen ser clasificados
segun los grupos quimicos que estén presentes en sus cadenas laterales. Ejemplo de
ello son los aminoacidos acidos, basicos, azufrados y ramificados. Esta diversidad es
responsable de una diversidad ain mayor en los compuestos que generan cuando son
metabolizados en la matriz del queso durante la maduracion. Estos compuestos que
se generan a partir de los aminodcidos son en general volatiles, y debido a sus
usualmente bajos umbrales de percepcion hacen un aporte significativo al flavor, y
por ello, se afirma que la principal contribucion al flavor del queso que hacen los
aminoacidos es de manera indirecta, siendo el sustrato para generar compuestos

volatiles.

En las transformaciones que ocurren como producto del catabolismo de los
aminoacidos libres (AAL), en algunos casos intervienen enzimas de origen
microbiano, ya sea por parte de microorganismos utilizados como fermento o de los
NSLAB, asi como transformaciones quimicas que ocurren sin catalisis enzimatica.
Aparentemente, los aminodcidos en el queso son catabolizados a través de dos vias
principales iniciadas por transaminasas o liasas, si bien otras vias ocurren en menor
medida, como son las iniciadas por deaminacion y decarboxilacion (McSweeney,

2004).
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Pese a la gran cantidad de trabajos de los ultimos afios en relacion al tema,
aun no fueron totalmente dilucidadas las vias catabolicas que llevan a la produccion
de compuestos volatiles a partir de aminodcidos. La diversidad de vias de
degradacion segun la especie e incluso cepa de microorganismo que se considera
dificulta el estudio del tema. Ademas tanto la expresion de los genes que codifican a
las enzimas como la ocurrencia de las reacciones puramente quimicas estan influidas
por las condiciones que existen en el ambiente del queso durante la maduracion, las
cuales pueden diferir de las presentes en estudios en condiciones de laboratorio y

realizadas con cepas aisladas (Curtin y McSweeney, 2004).

En una de las vias principales, el primer paso es el de transaminacion y esté
catabolizado por las transaminasas que convierten al correspondiente aminoacido en
un a-cetoacido, mientras que en simultaneo el grupo amino se transfiere a otro a-
cetoacido, que suele ser a-cetoglutarato para dar asi el aminoacido glutamato. Los a-
cetoacidos asi producidos pueden ser luego degradados a otros compuestos mediante
pasos que pueden o no involucrar la participacion de enzimas. Estos compuestos que
se generan tienen especial impacto sobre el flavor del queso cuando los aminoacidos

de partida son metionina, los aromaticos o los de cadena lateral ramificada.

Uno de los posibles caminos posteriores para los a-cetoacidos comprende la
reduccion mediada por las 2-hidroxiacido deshidrogenasas, para dar hidroxiacidos.
Estos compuestos no hacen un aporte significativo al flavor, por lo que la ocurrencia

de esta via reduce los niveles de compuestos volatiles con impacto sobre el flavor. En
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otra de las vias, los a-cetodcidos pueden ser decarboxilados, dando como producto
los correspondientes aldehidos. Estos compuestos pueden a su vez ser oxidados a
acidos carboxilicos o reducidos a alcoholes, pudiendo ambos participar en la
formacion de ésteres. Los a-cetoacidos pueden también pasar directamente a acidos
carboxilicos por la reaccion de decarboxilacion oxidativa en la que intervienen las
enzimas a-cetoacido deshidrogenasas. Sin embargo, esta via no es frecuentemente
utilizada por los microorganismos presentes en el queso. Una cuarta posible via de
oxidacion quimica se ha reportado para los a-cetoacidos derivados de fenilalanina,
tirosina y triptofano, que puede originar benzaldehido, hidroxibenzaldehido e indol-
3-acetato, que resultan inestables y pueden degradarse dando otros compuestos

volatiles activos (Curtin y McSweeney, 2004).

La segunda via principal del catabolismo de los aminoacidos incluye una
reaccion de eliminacion en la que el grupo lateral de los aminoacidos metionina,
fenilalanina y tirosina es escindido del resto de la molécula. Las enzimas
involucradas son las liasas. Esta via es de suma importancia debido a que es la
principal via de degradaciéon de metionina y, considerando los bajos niveles de
cisteina en quesos, es por lo tanto la principal via de producciéon de compuestos
azufrados como metanotiol, dimetildisulfuro y dimetiltrisulfuro (Curtin y

McSweeney, 2004; McSweeney, 2011).

Los AAL pueden ser también degradados mediante las reacciones de

deaminacién en las que el nitrogeno es eliminado de la molécula como i6n amonio,
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intervienen deshidrogenasas y se producen a-cetoacidos, o mediante las reacciones
de oxidacion en las que intervienen oxidasas y se forman aldehidos. El i6n amonio
producido en estas reacciones contribuye al flavor en algunas variedades de quesos
madurados en superficie y, en suficientes cantidades, contribuye a elevar el pH del

queso (McSweeney, 2004).

Otras transformaciones importantes incluyen un primer paso en el que ocurre
una decarboxilacion, como consecuencia de la cual se generan aminas que tienen un
aporte fuerte al flavor y por encima de ciertos niveles, provoca un flavor
desagradable. Igualmente importante es la generacion de aminas bidgenas. Ejemplo
de ellas son tiramina, histamina, feniletilamina y triptamina, que se producen a partir
de tirosina, histidina, fenilalanina y triptéfano, respectivamente. La produccion de
aminas en quesos, en general indeseable, ocurre a una tasa que depende de las
concentraciones de sus precursores aminoacidicos, pero en mayor medida, de la
actividad de las decarboxilasas de la microflora presente en el queso, la cual es
afectada por el pH, la temperatura de maduracién y la concentracion de sal

(McSweeney, 2004).

3.2.6. Compuestos volatiles presentes en quesos

Teniendo en cuenta el conjunto de las vias catabolicas que ocurren en el
queso a partir del lactato, citrato, acidos grasos y aminodcidos libres, se pueden

agrupar a los principales compuestos volatiles que se generan (Le Quére, 2011).
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3.2.6.1. Acidos grasos

Debido a sus bajos umbrales de percepcion, solo los AGL de cadena par de
entre 2 y 12 atomos de carbono de longitud hacen por si mismos un aporte
considerable al flavor. El origen de estos AGL de cadena mas corta estd en la
lipdlisis, pero también en las reacciones de degradacion del lactato y los aminoacidos
para aquellos de 2 a 6 4&tomos de carbono. Si bien en bajas concentraciones, aportan
aromas caracteristicos, cuando estan presentes por encima de cierto nivel critico de
concentracion generan caracteristicas atipicas de flavor, en general asociadas con la

percepcion de rancidez (Le Quéré, 2011).

3.2.6.2. Cetonas

En su mayoria son metilcetonas de cadena lineal impar de 3 a 15 4tomos de
carbono, derivadas de la B-oxidacion de los AGL. Las mas comunes en quesos son
las 2-heptanona y la 2-nonanona y estan presentes en concentraciones muy elevadas
en quesos madurados con hongos, en los que son componentes claves del flavor
caracteristico. Algunas metilcetonas de cadena ramificada o insaturada también
pueden ser encontradas en quesos, asi como metilcetonas de cadena lineal par en
estadios avanzados de la maduracidon. Otras cetonas muy comunes en quesos son la
acetoina (3-hidroxi-2-butanona) y el diacetilo (2,3-butanodiona), formadas a partir
del metabolismo del citrato (Le Quéré, 2011). En variedades de quesos madurados
por periodos prolongados de tiempo, puede ocurrir que la concentracion de muchas
cetonas alcance un maximo en los primeros meses de maduracion y que luego

disminuyan debido a la transformacion en otros compuestos (Collins y col., 2004).
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3.2.6.3. Alcoholes

Puede considerarse que como grupo, los alcoholes son un punto de
confluencia de vias catabdlicas correspondientes al lactato, citrato, AGL y AAL. El
etanol y el 2,3-butanodiol pueden ser producidos como consecuencia del
metabolismo del lactato. Los alcoholes secundarios presentes en quesos se originan
tipicamente por reduccion de las metilcetonas, mientras que algunos alcoholes
primarios se originan por reduccion de aldehidos, incluidos en el catabolismo de los

aminoacidos (Le Quéré, 2011).

3.2.6.4. Lactonas

Como se menciond anteriormente, las lactonas provienen del catabolismo de
los acidos grasos y las mas comunes son y- y O-lactonas. Generalmente se

caracterizan por su aporte de notas frutales al flavor en quesos (Le Quére, 2011).

3.2.6.5. Esteres

La reaccion de esterificacion tiene importancia para la detoxificacion del
medio, ya que permite eliminar 4cidos grasos y alcoholes que resultan toxicos para
los microorganismos presentes. Existe una gran diversidad de ésteres en quesos. La
esterificacion ocurre directamente entre 4cidos grasos de cadena corta o media y
alcoholes, derivados del metabolismo del lactato (etanol) o de la degradacion de
aminodcidos o a través de reacciones de transesterificacion. Los ésteres se
caracterizan por aportar notas frutales y florales. Debido al bajo umbral de

percepcion que en general tienen, su aporte al flavor en quesos es significativo y en
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ciertas variedades de quesos (por ejemplo, Cheddar) puede ser considerado una

caracteristica sensorial atipica (Le Quér¢, 2011).

3.2.6.6. Aldehidos

Existe una gama de aldehidos en quesos como resultado de la actividad de
distintas vias. Los aldehidos son considerados compuestos que estan presentes
transitoriamente en quesos, debido a que pueden ser transformados relativamente
rapido a alcoholes o dacidos. Los aldehidos de cadena recta generalmente son
producidos a partir del catabolismo de los dcidos grasos, mientras que los de cadena
ramificada se originan a partir de aminodcidos, luego de las reacciones de
transaminacion. El acetaldehido se produce en el catabolismo de treonina, y en el
caso de benzaldehido, su origen aun no ha sido establecido. Los aldehidos mas
comunes en quesos son hexanal, heptanal, nonanal, 2-metilpropanal, 2-metilbutanal,

3-metilbutanal y benzaldehido (Le Quéré, 2011).

3.2.6.7. Compuestos azufrados

Los distintos compuestos azufrados presentes en quesos son responsables de
un amplio rango de notas de flavor caracteristicas en distintas variedades de quesos,
ya que las propiedades sensoriales de estos compuestos sulfurados son notables aun
en concentraciones sumamente pequenas. El origen de muchos de los compuestos
azufrados presentes en quesos es la producciéon de metanotiol a partir de la

degradacion enzimatica del aminoéacido metionina (Le Quéré, 2011).
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3.2.6.8. Aminas

Existe una amplia variedad de aminas en quesos. Las aminas primarias se
producen como consecuencia de la decarboxilacién enzimatica de los aminoécidos.
Ejemplos de ellas son metilamina, etilamina, N-propilamina, isopropilamina y las
aminas bidgenas. Igualmente puede verificarse la presencia de aminas secundarias y
terciarias, que estdn presentes en menores concentraciones pero también tienen
umbrales de percepcion mas bajos que las aminas primarias. Por ltimo, las aminas
pueden originar otros compuestos, como aldehidos por deaminacion oxidativa (Le

Quéré, 2011).

3.3. Aspectos de la evaluacion sensorial de quesos

3.3.1. Técnicas de evaluacion sensorial

Las propiedades sensoriales de los productos lacteos (aroma, flavor, textura y
apariencia) son las que basicamente determinan la aceptaciéon por parte del
consumidor y el deseo de volver a consumir un producto, con alguna contribucion
adicional basada en su valor nutritivo y sus potenciales efectos beneficiosos para la
salud. La mayor parte de las propiedades sensoriales son complejas por definicidn, al
ser consecuencia de un estimulo generado por la integracion de muchas propiedades
composicionales y estructurales diferentes y, por esta razéon, no pueden ser
adecuadamente detectadas o representadas por técnicas analiticas. Sin embargo,
debido al sofisticado funcionamiento de los sistemas sensoriales humanos, aun un
pequeiio cambio en la composicion puede ser detectado como un cambio en una

caracteristica sensorial y es asi que la evaluacion sensorial paso a ser rutinariamente
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utilizada en la industria lactea, en particular para el aseguramiento de la calidad, pero
también y mas recientemente, como una poderosa herramienta para la investigacion

(Drake y Delahunty, 2011).

La evaluacion sensorial puede definirse como una disciplina cientifica
utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones de las personas a las
caracteristicas de los alimentos y los materiales tal como son percibidos por los
sentidos de la vision, gusto, olfato, tacto y audicion. De una manera muy general,
puede agruparse a las técnicas de evaluacion sensorial en tres grandes categorias: las
de valoracion o puntuacion de la calidad, las pruebas de analisis sensorial y las de
afectividad o sensoriales centradas en el consumidor. Las dos ultimas categorias
comprenden una gran cantidad de técnicas precisas, con sélidos y establecidos
fundamentos cientificos para la medicion de las respuestas sensoriales a los

alimentos u otros estimulos (Drake y Delahunty, 2011).

Dentro de las pruebas de analisis sensorial se puede distinguir por un lado a
las pruebas de discriminacion, como la prueba de comparaciones pareadas, en las que
evaluadores no entrenados comparan caracteristicas sensoriales entre dos o mas
productos para detectar diferencias entre ellos, y las pruebas de evaluacion sensorial
descriptiva por el otro, en las que existe un conjunto de evaluadores sensoriales
entrenados o panel sensorial, que analiza de manera objetiva diferentes

caracteristicas del producto (Drake y Delahunty, 2011).
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Los test de evaluacion sensorial descriptiva son un conjunto de técnicas que
buscan diferenciar un rango de productos sobre la base de todas sus caracteristicas
sensoriales y determinar una descripcion cuantitativa de todos los atributos
sensoriales, y no solamente los defectos. Asi, los métodos de evaluacion sensorial
descriptiva constituyen una herramienta adicional para la aplicacion en investigacion,
desarrollo de productos y estudios de mercado. Estos métodos utilizan un panel de
asesores y por lo tanto el resultado obtenido representa un consenso que es menos
subjetivo y menos susceptible a sesgos, que el resultado obtenido cuando es un solo
experto el que lleva a cabo la evaluacion. Un panel sensorial entrenado opera como
un instrumento de medida y provee datos que resultan comparables en su naturaleza
a los de naturaleza instrumental. Las caracteristicas sensoriales de un producto lacteo
que pueden ser cuantificadas incluyen todas las propiedades de aroma, apariencia,
flavor, textura, gusto residual y aun sonido de un producto que pueda ayudar a
distinguirlo de otros. Existen numerosos métodos de analisis descriptivo, incluyendo
el método de perfil de flavor, el método de perfil de textura, el método Spectrum, el
de obtencion de perfiles por libre eleccion y el método descriptivo cuantitativo

(Drake y Delahunty, 2011).

La implementacion de cada método de andlisis descriptivo tiene tres etapas.
La primera incluye la seleccion de un panel de evaluadores para llevar a cabo la
evaluacion sensorial, la segunda incluye el desarrollo y la definicion de una
terminologia especifica, o vocabulario mediante el cual describir las caracteristicas

sensoriales del producto y la tercera incluye la cuantificacion de estas caracteristicas
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sensoriales. A pesar de las diferencias que puedan presentar en cuanto a los enfoques
de los procedimientos, todos los métodos de evaluacion sensorial descriptiva apuntan
a una misma meta: la de entrenar a un grupo de individuos para operar al unisono
como un instrumento mediante el cual poder identificar y cuantificar atributos

sensoriales (Drake y Delahunty, 2011).

El método de evaluacioén sensorial por andlisis descriptivo cuantitativo fue
desarrollado hacia 1974 y provee datos descriptivos que pueden ser analizados
estadisticamente. Puede producir una descripcion sensorial completa desde el punto
de vista cualitativo y cuantitativo. Los panelistas, generalmente en un niimero de 8 a
15, que son seleccionados por su habilidad para describir y discriminar productos en
la categoria a ser estudiada, acuerdan una lista de atributos cualitativos y luego
trabajan individualmente para estimar la magnitud de los atributos sobre una escala
lineal con extremos fijos. Los evaluadores reciben un entrenamiento limitado y el
principal objetivo para ellos es el de ser autoconsistentes, mas que consistentes con el
resto del panel. Las evaluaciones son hechas reiteradas veces (2-6 evaluaciones
repetidas) y los datos son transformados en puntajes promedio y analizados
estadisticamente. El desempefio individual de cada evaluador es monitoreado y
comparado con el del panel. El analisis descriptivo cuantitativo es una técnica de
analisis sensorial que puede ser usada en una variedad de aplicaciones (Kemp y col.,
2009). El método de analisis descriptivo cuantitativo tiene como ventajas que provee

un protocolo rapido para la seleccion de los evaluadores, para el entrenamiento del

63



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Capitulo 3 - Fundamentos tedricos

panel y para la evaluacion sensorial descriptiva y no requiere una precisa definicion y

referencia de las caracteristicas sensoriales del producto (Drake y Delahunty, 2011).

3.3.2. Principales caracteristicas sensoriales

La gran diversidad en las distintas practicas de elaboracion de quesos y el
numero de etapas que ocurren durante la manufactura, resulta en una amplia variedad
de quesos, cada uno de los cuales tiene caracteristicas sensoriales complejas. La
evaluacion sensorial de los quesos es necesaria para determinar los méritos relativos
de los procedimientos de elaboracion y la influencia de los datos de la composicion
que fueron medidos sobre las caracteristicas sensoriales especificas del queso. Esta
resulta también de importancia para determinar la influencia de las caracteristicas
sensoriales sobre la calidad del alimento y la aceptacién por parte del consumidor.
En los ultimos afos, numerosos reportes se han presentado sobre la aplicacion del
analisis sensorial descriptivo para determinar con precision la influencia de las
variables del proceso de elaboracion (por ejemplo, tiempo y temperatura de
maduracion, cultivo primario o uso de cultivos adjuntos) sobre las caracteristicas
sensoriales del queso. Buscar la relacion entre informacion sensorial referente a
flavor y/o textura con mediciones de compuestos quimicos y mediciones
instrumentales es un area de investigacion muy importante y en pleno desarrollo.
Establecer las relaciones claves entre lo percibido sensorialmente y la reologia o la
quimica del flavor provee el potencial de vincular el flavor o textura del queso a la

tecnologia empleada para su produccion (Delahunty y Drake, 2004).
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Entre las caracteristicas sensoriales de mayor importancia en quesos, se
incluyen las de apariencia, textura y flavor. Las caracteristicas de apariencia son
evaluadas visualmente, en general antes de ingerir el queso, o durante la preparacion
de este queso para su consumo cortdndolo o untdndolo. Estas caracteristicas incluyen
el color, la presencia de ojos, mohos, corteza y textura visual. Ademas, la apariencia
incluye la imagen en la que el queso es comercializado (tamafio, forma, presentacion
o envoltorio), ya que es la forma mas comun en que es adquirido por el consumidor

(Delahunty y Drake, 2004).

La textura puede ser definida como el atributo de un queso que resulta de la
combinacion de las propiedades fisicas, incluyendo el tamafio, forma, nimero,
naturaleza y conformacion de los elementos estructurales constitutivos, que son
percibidos por la combinacion de los sentidos del tacto (textura tactil), vision (textura
visual) y audicion (textura auditiva). Las caracteristicas texturales que se describen
frecuentemente en quesos incluyen la firmeza, gomosidad, granulosidad, cohesividad

y adhesividad (Delahunty y Drake, 2004).

El flavor es a menudo definido como la percepcion integrada de los estimulos
olfatorios, gustativos y quemestésicos (trigeminales). Dado que flavor (palabra de
origen inglés) no posee traduccion en algunos idiomas, incluido el castellano, se
adopta como vocablo adecuado para expresar este concepto en términos generales y
globalizadores (Belitz y col., 2009). El olor y aroma de los quesos dependen de un

gran numero de compuestos volatiles de diversa naturaleza quimica, cada uno de los
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cuales puede tener un caracter distintivo. Entre estos compuestos identificados se
incluyen acidos grasos, ésteres, metilcetonas, hidrocarburos, alcoholes de cadena
corta y larga, alcoholes aromadticos, aldehidos, aminas, fenoles y compuestos
azufrados. El gusto es otro aspecto del flavor. Se localiza en la cavidad oral,
principalmente en la lengua. El estimulo primario del gusto son compuestos no
volatiles que entran en contacto con los receptores gustativos. Este contacto crea las
percepciones de las sensaciones gustativas basicas, que son el gusto salado, dulce,
acido, amargo y umami. Entre los compuestos que contribuyen directamente al gusto
en quesos se incluye al acido lactico (gusto acido), cloruro de sodio y otras sales
minerales presentes en menor proporcion (gusto salado) y aminoacidos libres y
péptidos de distintos tipos (gustos dulce, amargo y umami). Otro aspecto del flavor
es el quemestésico. Este término se utiliza para describir el sistema sensorial
responsable de detectar irritantes quimicos. Esta deteccion es mas general que
aquella para el gusto y el aroma y ocurre principalmente en los ojos, nariz y boca. La
percepcion se relaciona con las caracteristicas somatosensoriales del dolor y los
cambios de temperatura y es la que se pone en juego cuando se perciben las

sensaciones picantes, refrescantes o astringentes (Delahunty y Drake, 2004).

3.4. Aceleracion de la maduracion de quesos

3.4.1. Métodos para acelerar la maduracion

Acelerar la maduracion de quesos ha sido siempre un objetivo para bajar el
costo que significa tener grandes volumenes de producto almacenados durante

periodos de tiempo prolongados. Los beneficios asociados son la disminucién de los
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costos de refrigeracion, trabajo e inventariado, el aumento de la produccion de
quesos en paises en vias de desarrollo, donde las inversiones en instalaciones para el
almacenamiento de los quesos puede ser un factor limitante y la rapida produccion de
flavor en el queso (Azarnia y col., 2006). En el caso de los quesos duros, esta
posibilidad resulta especialmente interesante debido a que son los quesos con mayor
tiempo de maduracion. Por lo tanto, con el objetivo de encontrar alternativas para
acelerar la maduracion de quesos, en las ultimas décadas se realizaron numerosas

investigaciones.

La implementacion de una modificacion en un proceso tecnoldgico se hace
con el fin de obtener un determinado beneficio. Sin embargo, esta implementacion
puede tener desventajas, las que no deberian ir en detrimento del beneficio para el
que fue concebida. Segin Walstra y col. (2006), las condiciones generales para que

un proceso de aceleracion de la maduracion sea exitoso son:

o Las propiedades del queso deben ser similares a aquellas correspondientes al

producto que se toma como referencia (queso control).

o Se debe evitar que el queso madure en exceso.

o Los costos asociados a la aplicacion de la nueva estrategia no deben exceder a
los beneficios econémicos que representa la disminucion en el tiempo de

maduracion.

o Los aspectos legales y relacionados con la salud publica deben ser

debidamente tenidos en cuenta.
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Entre las alternativas mas comunmente empleadas para la aceleracion de la
maduracion de quesos, se incluyen la utilizacion de slurries de queso, el uso de
enzimas exodgenas agregadas en forma libre o microencapsuladas, el uso de cultivos
iniciadores atenuados, cultivos adjuntos y cultivos iniciadores producidos por
ingenieria genética y/o enzimas recombinantes, asi como el uso de temperaturas de

maduracion elevadas (Azarnia y col., 2006; El Soda y Awad, 2011).

Los slurries de queso son el producto obtenido de incubar en condiciones
Optimas una mezcla de cuajada fresca con un conjunto de enzimas especificas, de
manera de obtener rapida y econdmicamente, un flavor intenso de queso. El
procedimiento base consiste en mezclar la cuajada fresca con una solucion de NaCl
para hacer una emulsion de aproximadamente 40% de solidos. A este preparado se
agregan enzimas y otros aditivos y la mezcla es incubada en anaerobiosis a
temperaturas mayores o iguales a 30°C por 4-5 dias con agitacion. Estos slurries de
quesos han sido utilizados como ingrediente en la produccion de quesos con el
objetivo de acelerar la maduracion, siendo conocidos como quesos modificados con
enzimas (El Soda, 1993). Una importante desventaja de esta tecnologia es la
dificultad para poder controlar el proceso. Ademds es probable que ocurra
contaminacion microbiana, debido a la temperatura de incubacion relativamente alta
y por los periodos prolongados que se emplean (EI Soda y Awad, 2011). Es por ello
que actualmente los slurries de queso son utilizados principalmente en la elaboracion

de productos como las formulaciones de queso procesado, salsas y productos tipo
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snack, con el objetivo de intensificar el gusto a queso o aportar flavor de queso a un

producto no lacteo (Azarnia y col., 2006).

Una de las alternativas de aceleracion de la maduracion de quesos que mas
atencion ha recibido es la de aumentar de manera artificial la cantidad de algunas de
las enzimas que intervienen en la maduracion, mediante el agregado de enzimas
exodgenas. Se ha probado el agregado de proteinasas, peptidasas, lipasas y esterasas,
provenientes de diversas fuentes, ya sea agregadas a la leche o a la cuajada, en forma
individual o combinada (EI Soda y Awad, 2011). Actualmente estas enzimas son
comercializadas por distintas compaiias, siendo las proteinasas de diversos origenes
las mas usadas para acelerar la maduracion de quesos. También se ha estudiado el
uso de proteinas que actien como activadores del plasminodgeno (por ejemplo
estreptoquinas) con el fin de aumentar la protedlisis por plasmina (Azarnia y col.,
2000). El efecto del agregado de lipasas y esterasas se ha investigado principalmente
en aquellas variedades de queso en las que se conoce que la via lipolitica tiene un
aporte mas significativo al flavor como por ejemplo en quesos Provolone,
Caciocavallo y quesos azules. Entre las enzimas involucradas en el metabolismo de
los hidratos de carbono, sélo se ha probado la B-galactosidasa con resultados dispares

(E1 Soda y Awad, 2011).

En la elaboracion del queso, las enzimas exdgenas pueden ser incorporadas

directamente con la leche, por adicion directa a los bloques de queso, o durante la

etapa de salado, si éste se realiza en seco (Azarnia y col., 2006). Las limitaciones
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principales en el uso de enzimas exogenas dependen del método por el cual son
incorporadas. Cuando las enzimas son incorporadas a la leche, s6lo una pequeiia
cantidad es retenida en la cuajada, mientras que el resto se pierde en el suero, con lo
que se incrementan mucho los costos. Ademas, otras dificultades que se presentan en
la aplicacion de esta tecnologia son la reduccion en el rendimiento quesero y defectos
en el flavor debido a protedlisis durante la manufactura y en las etapas tempranas de
maduracion, asi como la contaminacion del suero de queseria con la enzima
agregada. La adicion de preparaciones comerciales de proteinasas puede conducir en
muchos casos al desarrollo de gusto amargo asi como al ablandamiento de la masa.
El desarrollo de sabor amargo puede reducirse considerablemente con la adicion de
mezclas de proteinasas y peptidasas, pero los defectos de textura y flavor pueden
seguir siendo un problema (El Soda y Awad, 2011). Por el contrario, en quesos que
son salados en seco, como el Cheddar, la adicion de enzimas a la cuajada es
eficiente, ya que pueden incorporarse junto con la sal, inmediatamente antes del
prensado. Sin embargo, en este caso surge como desventaja la presencia de zonas
donde la enzima y su accion se han concentrado mas, debido a una distribucion
ineficaz de la misma (El Soda y Awad, 2011). Una desventaja adicional de esta
tecnologia es la baja disponibilidad de enzimas comerciales aprobadas para ser
usadas en la maduracion de quesos. Como consecuencia, el uso directo de enzimas
exdgenas no es una practica muy extendida para acelerar la maduracion de quesos

(Azarnia y col., 2006).
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En un intento de no descartar el uso de enzimas exogenas para acelerar la
maduracion y a la vez superar las desventajas que surgen cuando son incorporadas en
forma libre, se han desarrollado métodos de atrapamiento o encapsulacion de
enzimas antes de su adicion al queso. Luego de la coagulacion, las cadpsulas quedan
retenidas en la cuajada, evitando el contacto con sus sustratos hasta que ocurra la
ruptura de la cépsula durante la maduracion del queso. Uno de los métodos
desarrollados consiste en la encapsulacion de extractos libres de células de origen
bacteriano dentro de cépsulas de grasa lactea o de células bacterianas enteras con sus
sustratos adecuados, lo que posibilita la liberacion de las enzimas dentro de la masa
del queso y en condiciones mas controladas. Este enfoque ha sido aplicado para la
intensificacion del flavor en quesos bajos en grasa y para la produccion de queso con
flavor intensificado para ser usado en la industria de snacks. Sin embargo, debido al
bajo punto de fusiéon de la grasa lactea, estas cdpsulas son inestables a las
temperaturas de coccion de la cuajada y por lo tanto esta aplicacion no es apropiada
para muchos tipos de quesos. En otro método desarrollado, las proteinasas son
encapsuladas utilizando k-carragenatos o goma gellan y luego las capsulas con
enzimas son incorporadas a la leche durante la elaboracion del queso. Las capsulas
de estos materiales mostraron tener mayor retenciéon y menor pérdida de enzimas que
en el caso de las de grasa lactea. Un tercer método consiste en inmovilizar enzimas
dentro de vesiculas fosfolipidicas llamadas liposomas, de manera de proteger a las
proteinas lacteas de la accidon de las enzimas durante el proceso de elaboracion del
queso y asi limitar el desarrollo de sabor amargo y las pérdidas de rendimiento. La

tecnologia de los liposomas es un método cientificamente atractivo, que ha sido
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ampliamente usado en la industria farmacéutica, pero su uso, aunque promisorio, es
aun limitado en la industria quesera. Entre las razones por las que esto ocurre se
menciona que los ingredientes son costosos y que los materiales que generalmente
son usados para producir los liposomas no son vistos como seguros o comestibles.
Actualmente, también es una limitacion la falta de métodos apropiados para la
produccion en gran escala y la baja eficiencia de encapsulacion de los liposomas (El

Soda 'y Awad, 2011).

Las bacterias pertenecientes al cultivo iniciador (SLAB), cumplen un rol
importante durante la maduracion y desarrollo del flavor en quesos. Sin embargo,
una presencia excesiva de estos microorganismos con el fin de acelerar la
maduracion puede conducir a una sobreacidificacion de la cuajada, con todas las
desventajas tecnologicas que esto implica. Por lo tanto, es interesante desarrollar
cultivos iniciadores con capacidad limitada de producir acido y que sean capaces de
liberar sus enzimas intracelulares a la masa del queso. Una manera de lograr este
objetivo es utilizar células de supervivencia reducida mediante la exposicion previa a
condiciones agresivas, fenomeno conocido como atenuacion. Existen diversas
técnicas para producir fermentos primarios atenuados, entre las que se incluye el
choque térmico por calentamiento o por congelacion, el secado spray, el uso de

lisozimas y la induccion de mutantes (El Soda y Awad, 2011).

El desarrollo y la implementacion de procedimientos cada vez mas asépticos

durante los procesos de recoleccion de la leche en los establecimientos rurales y de
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manufactura del queso en las plantas industriales lacteas conducen a una dramatica
disminucién en el numero de NSLAB, las cuales realizan un aporte positivo en el
desarrollo del flavor en quesos (El Soda y Awad, 2011). Con vistas a suplementar
esta microflora perdida, intensificando asi el desarrollo del flavor y la textura en
quesos, se ha estudiado el agregado de diversos microorganismos, algunos de ellos
identificados como integrantes habituales de la flora NSLAB, para favorecer
diferentes tipos de reacciones proteoliticas y asociadas a la produccion del flavor. Si
bien se han obtenido resultados positivos, dada la complejidad de evaluar la
influencia que cada especie y cepa de microorganismo tiene sobre la bioquimica de
la maduracion de quesos, son necesarios estudios adicionales para obtener

conclusiones mas generales (Azarnia y col., 2006).

En las ultimas dos décadas se han desarrollado versiones genéticamente
modificadas de las bacterias lacticas cominmente presentes en quesos. Esta base de
conocimiento esta tan desarrollada que actualmente muchas bacterias lacticas han
sido obtenidas usando vectores y marcadores genéticos de grado alimentario, lo que
ha permitido que se lleven a cabo estudios sobre la incorporacion de este tipo de
microorganismos durante la elaboracion de quesos. Las modificaciones genéticas se
han realizado para favorecer la produccion de algunas de las enzimas o para
introducir cambios en la especificidad de proteinasas, en el balance de peptidasas y/o
en las propiedades liticas de las bacterias en el queso. Sin embargo, la aplicacion de

esta tecnologia tiene inconvenientes desde el punto de vista de la seguridad
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alimentaria y debido la falta de aceptacion de los consumidores y la industria

(Azarnia y col., 2006).

Un numero importante de trabajos fue publicado en relacion a la aceleracion
de la maduracion de quesos mediante el uso de temperaturas de almacenamiento
elevadas. Una mayor temperatura representa un riesgo en términos del posible
crecimiento de contaminantes microbianos no deseados y la posibilidad de
sobrevivencia de microorganismos patdégenos o responsables de intoxicaciones
alimentarias, lo que obliga a centrar la atencion en la calidad de la leche y las
condiciones higiénicas usadas para la producciéon de queso. Ademas, todas las
reacciones bioquimicas involucradas en la maduracion del queso pueden ser
aceleradas por igual a temperaturas elevadas, pudiéndose asi propiciar la aparicion de
flavor desbalanceado o caracteristicas atipicas del flavor (Azarnia y col., 2006). Sin
embargo, aumentar la temperatura de maduracion ofrece a la industria el método que
resulta tecnoldégicamente mas simple y sumamente accesible desde el punto de vista
economico, mediante el cual es posible acelerar las reacciones asociadas al desarrollo
del flavor en un queso. Ademas, los menores costos de refrigeracion pueden proveer
un ahorro neto adicional al productor (El Soda y Awad, 2011). Otra ventaja es que
los métodos de aceleracion de la maduracion por aumento de la temperatura no
implican el agregado de ninglin agente externo a la masa del queso. Asi, son métodos
cuya aplicacidn seria permitida para el caso de quesos cuya produccion esta regulada

por la denominacién de origen protegida (Ferraza y col., 2004).
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3.4.2. Aceleracion de la maduracion por aumento de la temperatura de

almacenamiento

A medida que la industria de elaboracion de quesos fue desarrollandose a
escalas mayores, comenz6 a crecer el interés por alternativas tecnoldgicas tendientes
a lograr una reduccion en el periodo de almacenamiento. Consecuentemente, durante
la segunda mitad del siglo XX se profundizaron las investigaciones sobre este
aspecto. Hacia el afio 1992, unos 200 trabajos habian sido publicados abordando esta
tematica. Una de las primeras alternativas fue la de recurrir a aumentos en la
temperatura a la que los quesos generalmente son almacenados. Ya en 1946, Sanders
y col. presentaron un estudio en el que quesos Cheddar elaborados a partir de leche
pasteurizada podian ser madurados en 3-4 meses sin defectos en el flavor y calidad,
si la temperatura de almacenamiento era de 16°C, notablemente superior a la
temperatura tradicional para este queso de alrededor de 8°C (El Soda, 1993). Esta
alternativa de aumentar la temperatura de almacenamiento para acelerar la
maduracion de quesos, de acuerdo a leyes generales de la biologia y la bioquimica,
tiene como fundamento tedrico que la mayor temperatura acelera la actividad de las
enzimas involucradas en la maduracion del queso, asi como el crecimiento y la tasa
metabolica de los microorganismos presentes, y que tienen efecto en el proceso de

maduracion (Law, 2001).

Una gran parte de las experiencias de aceleracion de la maduracion por
aumento de temperatura consistieron en mantener la temperatura elevada y constante

durante todo el periodo de almacenamiento. Asi, se estudio el efecto de la elevacion
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de la temperatura de almacenamiento sobre indices relacionados con la proteolisis y
la lipolisis, sobre el flavor mediante evaluacion sensorial y sobre las caracteristicas
texturales mediante ensayos reologicos para quesos Manchego madurados a tres
temperaturas (8, 12 y 16°C) y fabricados utilizando leche cruda y pasteurizada (Gaya
y col., 1990). Se encontré que a mayor temperatura de maduracion se obtuvo una
textura mas firme, debido a que el contenido de humedad disminuyo
considerablemente. En el andlisis sensorial se evaluaron dos parametros globales:
calidad e intensidad de flavor. La elevacion de la temperatura no mejoré la calidad
del flavor, aunque si mejord la intensidad del mismo. Mayores temperaturas de
maduracion aumentaron la proteolisis, ya que se observaron mayores niveles de
contenidos de nitrogeno en distintos extractos. A 4 meses de maduracion, los niveles
de 4acidos grasos libres totales fueron significativamente mayores a mayor

temperatura empleada durante la maduracion.

Folkertsma y col. (1996) usaron diferentes combinaciones temperatura-
tiempo durante la maduracion de quesos Cheddar a fin de estudiar el efecto de las
diferentes condiciones ensayadas sobre la protedlisis, la lipdlisis y los atributos
sensoriales. Se maduraron quesos a 8, 12 y 16°C durante todo o parte del periodo de
almacenamiento. Se observd que mayores temperaturas provocaron una aceleracion
de la proteolisis primaria, secundaria y la lipdlisis. Ademads, durante los primeros tres
meses, aquellos quesos madurados a temperaturas elevadas recibieron mayores
puntajes por sus propiedades sensoriales que los madurados a la temperatura

convencional de 8°C. Los quesos madurados a 12°C recibieron el mayor puntaje en

76



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Capitulo 3 - Fundamentos tedricos

cuanto a textura y los madurados a 16°C, el mayor puntaje en cuanto a flavor. Sin
embargo, en etapas mas avanzadas de la maduracion se observaron efectos negativos
en las caracteristicas sensoriales. Asi por ejemplo, en quesos madurados a 16°C se
observo pérdida de calidad en la textura por ablandamiento de la masa del queso
desde los 6 meses en adelante. Se observaron también puntajes mas bajos en
atributos relacionados con el flavor en quesos madurados a 12 y 16°C con respecto a

los quesos control.

Recientemente, Pachlova y col. (2012) investigaron el efecto de aumentar en
6°C la temperatura de maduracion de queso Edam (llevando la temperatura a 16°C)
sobre distintos aspectos de la maduracidén: composicion microbiologica, analisis de
textura, analisis sensorial, contenido de aminodcidos libres y de aminas bidogenas. El
queso control fue madurado durante 112 dias y el experimental en la mitad de
tiempo, es decir, 56 dias. Se encontraron mayores recuentos de lactobacilos
mesofilos durante los primeros 30 dias en aquellos quesos madurados a mayor
temperatura. Las concentraciones de aminodcidos libres también fueron
significativamente afectadas por la mayor temperatura de maduracion. A 56 dias, las
concentraciones de aminoacidos en los quesos experimentales eran alrededor del
doble que en los quesos control a ese mismo tiempo, e igual a la de los quesos
control a 112 dias, sugiriendo un aumento de la actividad proteolitica. Durante todo
el proceso de maduracion, la formacion de las aminas bidgenas tiramina, putrescina y
cadaverina en quesos experimentales fue mayor que en quesos control,

probablemente debido a una mayor actividad de las decarboxilasas, de origen
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microbiano. Estas concentraciones mayores se consideraron fuera del rango seguro
para la salud. Tanto los quesos experimentales a 56 dias como los quesos control a
112 dias de maduracion fueron evaluados por un panel de consumidores como
quesos de buena calidad sensorial y sin defectos. Los parametros evaluados indicaron
que el aumento en la temperatura de maduracion mencionado permitié reducir el
tiempo de maduracion a aproximadamente la mitad. Sin embargo, la temperatura de

maduracion elevada provoco una mayor produccion de algunas aminas bidgenas.

A pesar de que los beneficios de usar temperaturas de maduracion elevadas
estan documentados desde hace afos, esta tecnologia ain no se ha implementado
ampliamente a nivel comercial. Aparentemente, la razon es el temor al deterioro por
microbios y a incrementos inespecificos en las reacciones de maduracién que
conduzcan a un desbalance o impredecibilidad en la produccion del flavor, lo cual no
parece compensar los beneficios asociados a una disminucion en el tiempo de
almacenamiento (Hannon y col., 2005). Una alternativa para prevenir el posible
deterioro del producto debido a la aplicacion durante largos periodos de temperaturas
elevadas es la de acortar la duracion del intervalo de tiempo, esto es, usar una
combinacion de las condiciones de temperatura-tiempo de manera que la mayor parte
del periodo de maduracion transcurra a la temperatura convencional de
almacenamiento de la variedad especifica de queso, mientras que una temperatura

elevada se use para un periodo de tiempo mas reducido.
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Sobre la base de este concepto, entre 1983 y 1985 se publicd una serie de
trabajos sobre distintas alternativas para acelerar la maduracién de queso Cheddar
por aumento de la temperatura de almacenamiento y se estudi6 el efecto que estas
alternativas tenian sobre algunos parametros relacionados con la protedlisis y las
caracteristicas sensoriales del queso. En una de las experiencias, Aston y col. (1983)
pusieron énfasis en que el aumento de temperatura se implemente durante los
primeros 1-2 meses del periodo total de maduracién de 8 meses. Se estudiaron
combinaciones temperatura-tiempo utilizando temperaturas de 13 y 20°C en
comparacion con los 8°C en que fueron madurados los quesos control y se
encontraron mayores valores en indices de proteolisis a medida que la temperatura de
maduracion aumentaba respecto de aquellas habitualmente usadas para esta variedad
de queso. No se observo el desarrollo de caracteristicas sensoriales andmalas en
ninguno de los tratamientos ensayados. En otra de las experiencias, Fedrick y col.
(1983) ensayaron incrementos similares a los discutidos anteriormente, pero
implementados en un periodo intermedio de la maduracion (después de los tres
primeros meses de maduracidon a una temperatura convencional de 8°C). También se
encontr6 un mayor valor en indices de la protedlisis a mayor temperatura de
maduracion y mayor tiempo de aplicacion de esta temperatura elevada con respecto
de aquellas habitualmente usadas para esta variedad de queso. No se observo
desarrollo de caracteristicas sensoriales anémalas en ninguno de los tratamientos
ensayados. Sin embargo, por razones de practicidad, los autores consideraron mas
conveniente que la temperatura elevada sea aplicada al principio del periodo de

almacenamiento. Finalmente, Aston y col. (1985) ensayaron condiciones de
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maduracion mas severas, empleando temperaturas de hasta 20°C durante mas tiempo,
incluso abarcando todo el periodo de maduracién (quesos madurados durante 8
meses a 17.5 y 20°C). Al igual que en las experiencias anteriores, encontraron que
los indices de avance de la proteolisis eran mayores a medida que crecia la severidad
del tratamiento (es decir, a mayores temperaturas y a mayor tiempo en el que esta
temperatura era mantenida). También encontraron que las caracteristicas sensoriales
de flavor del producto experimentaban mayores cambios. Sin embargo, la
maduracion a las temperaturas mayores a 15°C (17.5 y 20°C) durante periodos
prolongados condujo al desarrollo de caracteristicas sensoriales atipicas, que generd
el rechazo del producto por parte de los examinadores. Como alternativas 6ptimas de
maduracion de los quesos, dentro del conjunto de las que fueron ensayadas,
resultaron aquellas de 15°C durante todo el periodo y la de 20°C durante los primeros
dos meses y luego de 8°C, ya que en ambos casos se encontraron alrededor de los 5
meses de maduracidon, caracteristicas similares a las de los quesos control
completamente madurados, resultando en una disminucion del periodo de

maduracion de al menos 3 meses.

En un estudio més reciente sobre queso Cheddar, Hannon y col. (2005)
aumentaron la temperatura durante periodos cortos de tiempo y estudiaron aspectos
microbioldgicos, sensoriales y relacionados con la protedlisis. Siendo las condiciones
de maduracion para quesos control de 8 meses a 8°C, los autores probaron elevar la
temperatura de maduracion a 12°C durante las primeras 6 semanas o implementar

aumentos mas dramaticos durante menor tiempo, a 20 y 30°C durante la primera
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semana. Los recuentos finales de NSLAB resultaron similares para todos los
tratamientos durante los ultimos meses de maduracion, pero en quesos madurados a
mayor temperatura estos niveles se alcanzaron durante las primeras semanas. Estos
mayores recuentos de NSLAB constituyen una fuente potencial de niveles
aumentados de peptidasas, que podrian contribuir a acelerar la protedlisis y el
desarrollo del flavor. Del analisis sensorial descriptivo cuantitativo se concluy6 que
el desarrollo del flavor fue acelerado en 2 meses mediante la elevacion de la
temperatura de maduracion por cualquiera de las tres alternativas propuestas. Sin
embargo, los tratamientos a 12°C durante 6 semanas o 20°C durante 1 semana
resultaron en un desarrollo de flavor mas controlado, con caracteristicas sensoriales a
6 meses de maduracion similares a las de los quesos control a 8 meses de
maduracion. Si bien todos los tratamientos dieron un resultado satisfactorio, el uso de
temperaturas no tan elevadas (20°C durante 1 semana y posteriormente 8°C hasta
completar el periodo o 12°C constante durante 6 semanas y luego 8°C hasta
completar el periodo) aparecen como las alternativas mas recomendadas, ya que
conducen a una aceleracion efectiva de la maduracion, pero con un desarrollo del

flavor mas controlado que recurriendo a los 30°C.

También se estudio el efecto de diferentes combinaciones temperatura-tiempo
sobre la lipolisis y las caracteristicas sensoriales de quesos Cheddar (O’Mahony y
col., 2006). Se estudiaron 7 combinaciones temperatura-tiempo durante 9 meses en
un rango de temperatura de 4 a 12°C. Como consecuencia del aumento de

temperatura, los autores encontraron mayores niveles en acidos grasos libres, en
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especial de aquellos de cadena corta (C4:0 a C8:0), que tienen umbrales de
percepcion menores y por lo tanto mayor impacto directo sobre el flavor. Se
concluy6 ademas que el uso de temperaturas elevadas durante etapas tempranas de la
maduracion (primeros 2 meses) provocd una mayor aceleracion de la lipdlisis que
cuando se implementaron aumentos de temperatura similares en periodos posteriores.
La maduracion a altas temperaturas (12°C) provoco el desarrollo de perfiles de flavor
y aroma de una intensidad caracteristica del queso Cheddar maduro en un tiempo
relativamente corto (4 meses), aun en el caso de quesos en que esta temperatura se
mantuvo solo durante los primeros 2 meses. Sin embargo, si se continua la
maduracion hasta los 9 meses a esta temperatura (o a una temperatura luego
reducida), resulta en una disminucion en la intensidad del flavor tipico y en el
desarrollo de caracteristicas de flavor y aroma que son consideradas atipicas para
queso Cheddar maduro. Los recuentos de NSLAB finales fueron similares para todos
los tratamientos, mientras que hubo diferencias entre los distintos tratamientos en la
forma en que estos valores evolucionaron hasta llegar a su valor final méximo. En el
caso de quesos en los que el incremento de temperatura fue aplicado al inicio de la
maduracion, se alcanzaron altos niveles de NSLAB en un tiempo mas corto y estos
niveles persistieron durante una mayor parte del periodo de almacenamiento. Este
resultado seria de relevancia ya que en queso Cheddar fabricado utilizando leche
pasteurizada, los principales agentes lipoliticos son las lipasas y esterasas de las

bacterias lacticas.
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Ferraza y col. (2004) estudiaron la evolucion de las distintas poblaciones
microbianas presentes en queso Zamorano madurado durante 6 meses a 15°C, siendo
la temperatura control establecida para este queso de 10°C. Esta mayor temperatura
se uso durante todo el periodo o so6lo durante la parte inicial, media o final. No se
observo efecto de la temperatura sobre los recuentos de la flora correspondiente al
fermento primario, mientras que si se observdo un efecto en la flora NSLAB
(compuesta principalmente de lactobacilos), especialmente en los casos en que las
temperaturas elevadas eran aplicadas durante los primeros 60 dias. Es interesante
comparar los resultados obtenidos en quesos para los cuales los primeros 2 meses se
mantuvieron a 10°C y luego 4 meses a 15°C con los obtenidos para el caso de
aquellos que se mantuvieron a 15°C durante los primeros 2 meses y luego a 10°C
hasta completar los 6 meses de maduracion. En el caso de los primeros, se observo
un lento desarrollo de los microorganismos que llegaron a recuentos del orden de 10°
UFC/g queso a 2 meses de maduracion. Luego con el aumento de temperatura los
microorganismos sélo crecieron moderadamente, llegando a valores finales entre 10°
y 10" UFC/g queso entre 4 y 6 meses de maduracion. En el segundo caso, ya a los 15
dias se encontraron recuentos de alrededor de 10° UFC/g queso y a los 2 meses,
cantidades del orden de 10’ UFC/g queso, para luego mantenerse en estos valores
durante toda la maduracion. En este estudio resulta evidente que un aumento inicial
de temperatura incide con mayor efectividad en el desarrollo de las poblaciones de

microorganismos NSLAB que cuando el aumento es aplicado en etapas posteriores.
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Existen antecedentes relacionados con el estudio del efecto del uso de
temperaturas elevadas sobre la maduracion de queso Reggianito (Sihufe y col., 2007;
Sihufe y col.,, 2010a; Sihufe y col.,, 2010b; Sihufe y col., 2010c). Se usaron
temperaturas de almacenamiento de 18°C, que fueron mantenidas durante todo el
periodo de maduracion de 6 meses (quesos experimentales), mientras que los quesos
control fueron madurados a 12°C (temperatura convencionalmente utilizada en la
industria). Los quesos fueron muestreados a 2, 4 y 6 meses de maduracion en 2

zonas: central y periférica.

Se estudid la evolucidon de la lipolisis (Sihufe y col., 2007), mediante la
medicion por cromatografia gaseosa de los acidos grasos libres saturados de cadena
par de 6 a 18 4tomos de carbono (C6:0 a C18:0) y de los acidos grasos insaturados
oleico (C18:1) y linoleico (C18:2). Se encontrd que las concentraciones de todos los
AGL analizados fueron afectadas significativamente por el tiempo y la temperatura
de maduracion. En quesos madurados a 12°C, se observo que los niveles de los
distintos AGL tuvieron una tendencia a aumentar hasta 4 meses de maduracion y
luego a mantenerse constantes, mientras que en los quesos experimentales todos los
AGL medidos aumentaron durante los 6 meses de estudio, indicando una lipolisis
moderadamente mayor por efecto del aumento de temperatura. Se observd una
tendencia similar para el total de AGL, pero s6lo hubo diferencias significativas entre
quesos experimentales y control para esta cantidad durante los 2 ultimos meses de
almacenamiento. No se observaron cambios en la proporcion relativa de los

diferentes AGL por efecto de la temperatura o el tiempo de maduracion.
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Para el estudio de la degradacién de las caseinas durante la maduracion de
queso Reggianito (Sihufe y col.,, 2010a) se usaron distintas metodologias que
permitieron observar la evolucion del proceso a los diferentes niveles en los que
ocurre. La ruptura inicial de las caseinas se estudid mediante la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida de la fraccion extraida con urea 8.66 M
(urea-PAGE) y mediante la cuantificacion del contenido de nitrogeno presente en la
fraccion soluble en agua a pH 4.6. Para el seguimiento de la proteolisis secundaria se
usaron técnicas de cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC) para el estudio
de los péptidos presentes en la fraccion soluble en agua a pH 4.6 y para el estudio de
los aminoacidos presentes en la fraccion soluble en acido sulfosalicilico 2.5%. El
analisis de los geles obtenidos por urea-PAGE mostré una marcada disminucion de
agsi- y P-caseina con el tiempo de maduracion, especialmente durante los 2 primeros
meses y para ogj-caseina. Esta degradacion fue significativamente mayor al usarse
una temperatura de maduracion elevada. Los valores de nitrogeno en la fraccion
soluble a pH 4.6, expresados en referencia a los valores de nitrogeno total como
indice de maduracion, presentaron una tendencia similar y se observaron valores de
indice de maduracion para quesos madurados a 18°C que ya a 2 meses de
maduracidon eran mayores a los presentes en quesos control al final del periodo de
maduracion. De los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC de la fraccion soluble
en agua a pH 4.6 se estudiaron 36 picos, de los cuales 26 resultaron
significativamente afectados por el tiempo y la temperatura de maduracion. En
general, las areas de estos picos crecieron con el tiempo de maduraciéon y debido al

aumento de la temperatura. De manera similar, la mayor temperatura de maduracion
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tuvo un efecto significativo sobre las concentraciones de aminoacidos libres,
observandose mayores concentraciones en quesos madurados a 18°C. La cantidad de
aminoacidos libres totales en quesos madurados a temperatura elevada a 4 meses de
maduracion fue mayor que la correspondiente a los quesos control madurados a 12°C

a 6 meses de maduracion.

Para el estudio de las caracteristicas sensoriales de los quesos se realizd un
analisis sensorial descriptivo cuantitativo llevado a cabo por un panel sensorial
entrenado que utilizd 10 términos descriptivos que cubrian aspectos texturales, de
aspecto visual, olor y flavor de los quesos (Sihufe y col., 2010b). Todos los atributos
sensoriales evaluados tuvieron valores significativamente afectados por el tiempo y
la temperatura de maduracion, pero hubo diferencias en cuanto a la forma en que
fueron afectados. Un primer grupo, que incluy6 atributos relacionados con la textura
(corte granular, fracturabilidad, textura visual y oral), se caracteriz6 por presentar
valores que permanecieron constantes durante la maduracion en quesos control, pero
que disminuyeron notablemente con el tiempo en quesos madurados a 18°C. El
segundo grupo incluy6 a los atributos aroma, gusto salado y flavor genuino. Los
puntajes para estos atributos asignados para quesos control fueron ligeramente
menores a aquellos correspondientes a los quesos madurados a 18°C durante todo el
periodo estudiado. En un tercer grupo, los atributos flavor residual, gusto amargo y
color permanecieron practicamente constantes para quesos control y mostraron una
clara tendencia a crecer durante la maduracion a 18°C. Los autores destacan en este

trabajo que los quesos Reggianito madurados durante 2 meses a la temperatura

86



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Capitulo 3 - Fundamentos tedricos

elevada de 18°C presentaron las caracteristicas sensoriales de un queso Reggianito
maduro, ya que fueron similares a las de quesos almacenados a 12°C durante 6
meses. Ademas, es importante mencionar que si bien a partir de 4 meses y en quesos
madurados a 18°C se observaron valores diferentes en algunos de los atributos
sensoriales con respecto a los quesos control, no se observd el desarrollo de

caracteristicas sensoriales que fueran consideradas atipicas para queso Reggianito.

Con el fin de establecer la estrategia mas conveniente para acelerar la
maduracion de queso Reggianito almacenado a 18°C, se usé el andlisis de
componentes principales con 78 variables relacionadas con la informacion
recolectada en los estudios de la lip6lisis, proteolisis y andlisis sensorial para quesos
Reggianito madurados a 12 y 18°C (Sihufe y col., 2010c). Asi, se establecié un
tiempo Optimo de maduracion de queso Reggianito a 18°C de 2 a 3 meses para
obtener un queso de caracteristicas propias de queso Reggianito maduro. Se
concluyo que es posible disminuir el tiempo de maduracion de queso Reggianito a un
tercio o a la mitad recurriendo a una aceleraciéon por aumento de 6°C en la

temperatura de almacenamiento y manteniendo esta temperatura constante.
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4.1. Quesos

Para el presente disefio experimental, se emplearon 20 quesos Reggianito de
forma cilindrica (7.8 = 0.1 kg de peso, 23.7 + 0.2 cm de didmetro y 15.3 £ 0.2 cm de
altura) elaborados con leche proveniente de un mismo silo, segin metodologia
estandar (Gallino, 1994), en la planta industrial de la empresa Milkaut S.A. (Franck,
Santa Fe, Argentina). Los quesos fueron salados por inmersion en salmuera y
recibidos en nuestro laboratorio un dia después de concluida esta etapa. Dos quesos
fueron utilizados para determinar la composicion inicial, mientras que los 18 quesos
restantes fueron almacenados bajo las diferentes condiciones de maduracion

propuestas.

4.1.1. Maduracion de los quesos

Se ensayaron tres condiciones de maduracion diferentes. Seis quesos fueron
almacenados de la manera tradicionalmente usada en la industria —12°C y 85% de
humedad relativa (HR) durante 6 meses— los cuales fueron identificados como
quesos control (quesos C). Seis quesos se almacenaron a 20°C y 85% HR durante los
primeros 15 dias y luego hasta 6 meses a 12°C y 85% HR (quesos E;); otros 6 quesos

se almacenaron a 20°C y 85% HR los primeros 30 dias y luego hasta 6 meses a 12°C
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y 85% HR (quesos E,). En la Tabla 4.1., se resumen las condiciones de maduracion

mencionadas.

Tabla 4.1. Condiciones usadas para la maduracion de queso Reggianito.

Queso Condicion de maduracion®
C 12°C durante 6 meses
E; 20°C durante 15 dias, luego 12°C hasta completar 6 meses
E, 20°C durante 30 dias, luego 12°C hasta completar 6 meses

* En todos los casos, 85% HR.

4.1.2. Muestreo de los quesos

La toma de muestra de los quesos se llevo a cabo por duplicado a los 61, 124
y 180 dias de maduracioén. En primer lugar, se realizé un corte paralelo a las caras
planas del cilindro, de manera tal de obtener una placa de 5 cm de espesor, la cual se
destind al analisis de los atributos sensoriales del queso. De la placa restante, de
aproximadamente 10 cm de altura, se obtuvieron las muestras que se utilizaron en el
resto de los andlisis realizados. Con el objetivo de obtener una muestra que sea
representativa de los procesos fisicoquimicos y bioquimicos que ocurren durante la
maduracion, se obtuvieron muestras de la parte central de cada queso utilizando un
molde cilindrico de 12 cm de diametro. De esta manera, se obtuvieron muestras de
geometria cilindrica (12 cm de didmetro y 10 cm de altura), que luego fueron ralladas

para su posterior analisis.
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4.2. Analisis fisicoquimico

Para la determinacion del contenido de humedad, se utiliz6 un horno
microondas CEM AVC 80 (CEM, Matthews, NC, Estados Unidos). El contenido de
grasa se determind segiin el método de extracciéon con solventes, decantacion y
posterior pesada de acuerdo con las normas de la International Dairy Federation
(IDF, 1969). El contenido de grasa sélo se determind para la composicion inicial de
los quesos. Para la determinacion de nitrogeno se us6 el método de Kjeldahl, segin
el procedimiento semiautomatico establecido por Biichi Labortechnik AG (1998),
utilizando: un digestor automatico Biichi 430 (Biichi, Flawil, Suiza), una unidad de
destilacion Biichi 322 (Biichi, Flawil, Suiza), una unidad de control Biichi 342
(Biichi, Flawil, Suiza) y un titulador automatico Mettler DL40RC (Mettler
Instrumente AG, Greifensee, Suiza). Para el calculo del contenido de proteina total,
el contenido de nitrégeno se multiplico por un factor de 6.38 para expresar los
resultados como contenido de proteina lactea. El contenido de cloruro se determin6
utilizando el método de titulacion potenciométrica sugerido por IDF-ISO-AOAC
(AOAC, 1990). La titulacion se realizdo con AgNOs 0.1 N, utilizando un titulador
automatico Mettler DL40RC (Mettler Instrumente AG, Greifensee, Suiza). El pH se
determiné con un electrodo de penetracion para alimentos solidos pH Spear (Oakton
Instruments, Vernon Hills, IL, Estados Unidos). Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado, a excepcion del contenido de cloruro que fue realizado por

triplicado.
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4.3. Analisis microbiologico

Para los recuentos microbioldgicos, se usaron 10 g de queso rallado, los
cuales se suspendieron en 90 mL de una solucién estéril de citrato de sodio 2% y se
homogeneizaron en esterilidad, obteniéndose asi una dilucion 1/10. Se prepararon 3
diluciones decimales seriadas, mezclando 10 mL de la solucién a diluir con 90 mL de
agua de peptona estéril 0.1%, que fueron sembradas en placas de agar MRS (Biokar,
Beauvais, Francia) e incubadas en simultdneo durante 3 dias a las temperaturas de 30
y 42°C. La observacion microscopica de la morfologia celular de las colonias
crecidas en las placas confirmo la presencia de una flora compatible con lactobacilos.
Tras la incubacion, se procedid al recuento de colonias y los resultados fueron
expresados como unidades formadoras de colonias (UFC/g queso). La temperatura
de incubacion de 42°C fue seleccionada para promover el crecimiento de la flora del
fermento primario, consistente fundamentalmente en lactobacilos termofilos
(Reinheimer y col., 1996). Por otro lado, la temperatura de incubacion de 30°C fue
seleccionada para obtener los recuentos tentativos de la flora lactica no perteneciente
al fermento primario (NSLAB) compuesta principalmente por lactobacilos mesoéfilos

(Bude Ugarte y col., 2006).
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4.4. Seguimiento de la proteolisis

4.4.1. Analisis electroforético

La electroforesis se define como la migracion de moléculas cargadas bajo la
influencia de un campo eléctrico. Las moléculas se mueven a través del medio a una
velocidad que depende de su carga y de su peso molecular. En el caso particular de la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), es una técnica que ha sido
ampliamente utilizada para la separacion de biomoléculas de diversos origenes. La
matriz utilizada es una mezcla del mondmero acrilamida y un agente de
entrecruzamiento (generalmente bisacrilamida). Los geles de poliacrilamida se
forman por la copolimerizacion de la acrilamida y la bisacrilamida, iniciada por un
sistema para la generacion de radicales libres que incluye persulfato de amonio y
tetrametiletilendiamina (TEMED). Las cadenas poliméricas estan entrecruzadas de
manera aleatoria, resultando en un gel con una porosidad caracteristica. El tamafio de
poro del gel se regula segin dos factores: la concentraciéon de acrilamida y la
cantidad de entrecruzador. En la actualidad, practicamente todas las técnicas de
electroforesis unidimensionales en geles de poliacrilamida son en sistemas de buffer
discontinuos, en los que la muestra atraviesa primero un gel de apilamiento y luego
un gel de resolucion, cada uno de ellos con una cierta porosidad y pH (Chevalier,

2011).

La preparacion de la muestra normalmente involucra su disoluciéon en un

buffer (que por lo general contiene un agente reductor, como el f-mercaptoetanol)
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previamente a la electroforesis. La grasa puede ser eliminada de la muestra mediante
centrifugacion y un soluto como el glicerol suele ser agregado para aumentar la
densidad de la muestra y facilitar su siembra en los pocillos del gel. Luego de la
corrida electroforética, las proteinas o péptidos son fijados en su posicion dentro del
gel por desnaturalizacion y/o precipitacion para prevenir su difusion, que resultaria
en una menor resolucion de la técnica. Para fijar las bandas, cominmente se utilizan
soluciones de TCA al 12%, acido acético o solventes organicos. La técnica mas
ampliamente utilizada para visualizar las bandas de proteinas es la de tincion directa
o indirecta utilizando el colorante Coomasie Blue o el Amido Black, seguida de
etapas de lavado para la decoloracion hasta que el fondo del gel sea claro. Sin
embargo, debido a que solo los péptidos relativamente grandes se tifien en estas
condiciones, esta etapa es so0lo usada en la deteccion de proteinas del suero lacteo,
caseinas y sus productos inmediatos como consecuencia de la protedlisis primaria.
Luego de la tincion, los electroforetogramas son usualmente fotografiados o
escaneados en una computadora. La dificultad para obtener datos cuantitativos es una
limitacion importante de la técnica, ya que la cantidad de colorante que toma el gel
es funcion de las proteinas presentes en €l y del protocolo empleado para la tincion y
decoloracion, por lo que PAGE debe ser considerada solamente como una técnica

analitica semi-cuantitativa (Chevalier, 2011).

Si bien el método para la separacion de proteinas por electroforesis que usa

un gel de poliacrilamida discontinuo como medio de soporte y SDS para

desnaturalizar las proteinas (SDS-PAGE) es muy usado para el analisis de proteinas

94



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Capitulo 4 - Materiales y métodos

del suero lacteo, no resulta adecuado para el analisis de las caseinas, debido a que
algunas de ellas presentan una migracion similar y por lo tanto no son tan bien
resueltas como con urea-PAGE. En la técnica de urea-PAGE, la urea despliega
parcialmente a las proteinas durante su proceso de solubilizacion. La técnica de urea-
PAGE generalmente es usada so6lo para la separacion de las caseinas. El uso de urea
brinda una buena solubilizacion de las proteinas hidrofobicas de la micela de caseina.
Las caseinas son luego resueltas de acuerdo a sus cargas y se pueden observar bandas
bien separadas de las ag;-, B- y k-caseinas. La ag;-caseina es observada como varias
bandas entre las bandas de ag;- y P-caseina, debido a los distintos grados de
fosforilacion que presenta. Varios sistemas de buffer conteniendo urea han sido
usados, incluyendo los buffers Tris-HCl/glicina y Tris-EDTA-borato a pH acido,
pero la técnica mas comun es el uso de buffers conteniendo urea a pH alcalino, como

por ejemplo Tris-glicina (pH 8.9) conteniendo urea 6 M (Chevalier, 2011).

En el presente estudio, la obtencion de los extractos de cada muestra y el
analisis electroforético de los mismos se realizd segun lo propuesto por Zorrilla
(1993). Se disolvieron 3 g de queso en 25 mL de una solucion de urea 8.66 M.
Posteriormente, la materia grasa fue eliminada por filtracion en frio y los extractos
fueron almacenados en freezer a -20°C. El andlisis electroforético de las fracciones se
realiz6 usando geles de poliacrilamida verticales discontinuos y buffers anodicos.
Los geles fueron preparados segun la forma propuesta por McKenzie (1971) para el
analisis de caseina entera o y-caseina. La corrida electroforética se divide en dos

etapas. En una primera etapa, las muestras atraviesan el gel de apilamiento, que
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ayuda a concentrar las bandas y que por tener menor concentracion de acrilamida
tiene un mayor tamafio de poro. En la segunda etapa, de separacion, las distintas
caseinas presentes en la muestra migran diferencialmente a lo largo del gel de
separacion, de poros de menor tamafo, en funcion de la carga y el tamafio molecular
que poseen. Para poder identificar las bandas correspondientes a og-caseina y f-
caseina se utilizaron estdndares comerciales en cada uno de los extremos de los

geles (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, Estados Unidos).

El equipamiento utilizado fue el siguiente: equipo de electroforesis LKB-
2001 (LKB Produkter AB, Bromma, Suecia), fuente de suministro de potencia LKB-
2197 (LKB Produkter AB, Bromma, Suecia) y bafio termostatico con circulacion
forzada LKB-2219 (LKB Produkter AB, Bromma, Suecia). La corriente eléctrica
estuvo fijada en un valor constante de 50 mA y la temperatura fue mantenida en
15°C. Para observar el frente de corrida se utilizdo azul de bromofenol. Los geles
fueron coloreados usando Coomasie Blue R 250 (LKB Produkter AB, Bromma,
Suecia). A partir de los geles ya coloreados se obtuvieron imagenes digitales,
mediante el uso de un escaner UMAX Power Look 1120 (UMAX Technologies,
Dallas, TX, Estados Unidos). Las imagenes asi obtenidas fueron procesadas usando
el programa Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, Estados
Unidos), para obtener valores de areas relativas para cada banda de interés. Los
valores de area relativa de cada banda (valores de IOD, densidad dptica integrada)
fueron obtenidos por duplicado. La relacion entre el area de pico y la concentracion

de la banda se consider6 lineal (Lesage y col., 1993).
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4.4.2. Obtencion de la fraccion soluble en agua a pH 4.6

Las caseinas son insolubles en muchos solventes, pero los péptidos
producidos a partir de su degradacion si pueden ser solubles, observandose un
aumento en la proporcion de nitrégeno soluble con el avance de la protedlisis. Este es
el principio en el que se basa un conjunto de métodos ampliamente utilizados para el
seguimiento de la protedlisis durante la maduracion de quesos, debido a que péptidos
de distinto tamafio pueden ser precipitados diferencialmente mediante una cuidadosa
seleccion de los solventes. Muchos de estos sistemas de solventes se utilizan ademas
para extraer péptidos, como una primera etapa de purificacion o para su uso posterior
en determinadas técnicas analiticas, tales como técnicas cromatograficas

(McSweeney y Fox, 1997).

En el presente estudio, se obtuvo para cada muestra de queso la
correspondiente fraccion soluble en agua a pH 4.6, de acuerdo al método propuesto
por Kuchroo y Fox (1982a). Se mezclaron 20 g de queso rallado con 30 mL de agua
destilada. Esta mezcla fue homogeneizada con un equipo Ultra-Turrax T25 (IKA
Werke, Janke & Kunkel GmbH & Co KG@G, Staufen, Alemania) durante 2 min,
llegando a una velocidad de 16000 rpm y a temperatura ambiente. La mezcla
obtenida se mantuvo en un bafio termostatico a 40°C durante 1 h y luego, utilizando
HCI 1 N y bajo agitacion, se acidificé hasta llegar a pH 4.6 con una lectura estable
durante 5 min. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 4800 rpm durante 30 min a
5°C, utilizando una centrifuga con termostatizacion Biofuge 28RS (Heraeus Sepatech

GmbH, Osterode, Alemania). La capa de grasa formada en la superficie fue
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eliminada y entonces se separ6 el sobrenadante del precipitado, siendo este ultimo
descartado. El sobrenadante se trasvaso a un matraz aforado de 100 mL y se llevé a
volumen con agua destilada. Por ultimo, el contenido del matraz se filtr6 usando
papel Whatman N°® 42 (Whatman Int. Ltd., Maidstone, Reino Unido), obteniéndose
asi, a partir del filtrado recogido, la fraccion soluble en agua a pH 4.6 (FS). El
volumen de filtrado obtenido para cada muestra fue fraccionado en tubos de 10 mL y

se almacenaron en freezer a -20°C para analisis posteriores.

4.4.3. Obtencion de la fraccion soluble en acido sulfosalicilico 2.5%

Para el fraccionamiento y separacion de péptidos pequefios y aminoacidos, a
menudo es deseable precipitar a todos aquellos compuestos mds grandes, para
obtener un extracto que permita, por ejemplo, cuantificar los aminoécidos libres
presentes en el queso. El 4cido fosfotiingstico (PTA) es un precipitante de proteinas
muy discriminativo, ya que s6lo los aminodcidos libres (con la excepcion de lisina y
arginina) y los péptidos de alrededor de 600 Da son solubles en PTA 5%. El
nitrégeno soluble en PTA 1, 2.5, 5, 6 6 6.5% ha sido usado ampliamente como un
indice del nivel de aminoacidos libres presentes en queso. Por otra parte, el acido 5-
sulfosalicilico (SSA) ha sido usado en concentraciones cercanas al 3% para preparar
extractos de quesos aptos para el andlisis de aminoacidos libres, o como un indice del
nivel de nitrogeno correspondiente a los aminodcidos libres. Finalmente, otro agente
desproteinizante utilizado es el acido picrico, pero tiene las desventajas de mantener
disueltos algunos péptidos pequefios, ademas de que su presencia interfiere en la

posterior determinacion de nitrogeno por Kjeldahl o mediante métodos
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espectrofotométricos (McSweeney y Fox, 1997).

Para el analisis del contenido de aminoacidos libres en las muestras de queso
Reggianito se obtuvo la fraccion soluble en acido sulfosalicilico 2.5% de acuerdo al
método propuesto por Kuchroo y Fox (1982b). Sobre 10 mL de la FS se agregaron 2
mL de una solucion de acido sulfosalicilico 15% como agente precipitante de los
péptidos presentes. La mezcla fue centrifugada a 4800 rpm durante 30 min a 20°C. El
sobrenadante se ajust6 hasta un pH cercano a 4 utilizando NaOH 1 N, constituyendo
la fraccion soluble en 4cido sulfosalicilico 2.5% (FS-SSA), la cual fue almacenada en

tubos a -20°C para analisis posteriores.

4.4.4. Determinacion del indice de maduracion

El nivel de nitrogeno en la FS es considerado un indicador de la cantidad
de productos propios de la protedlisis secundaria: péptidos medianos y
pequefios, aminoacidos y sus productos de degradacion (McSweeney y Fox,
1997). El indice de maduracion (IM), definido como la relacion porcentual entre

el contenido de nitrogeno en la FS (NS) con respecto al nitrogeno total (NT),

M= 100 (4.1)
NT

constituye un parametro de utilidad para evaluar, de manera general, el grado de
degradaciéon que presentan las caseinas en el queso (Sousa y col., 2001). La

determinacién de los valores de NS y NT fue realizada por el método de
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Kjeldahl, segun se detallo en la seccion 4.2.

4.4.5. Analisis de la FS por RP-HPLC

Los métodos de analisis cromatografico, los cuales combinan las etapas
de separaciéon y andlisis de los componentes de una muestra, suelen ser muy
utiles para el andlisis de muestras complejas como es el caso de la leche y los
productos lacteos, motivo por el cual, diversas técnicas han sido desarrolladas y
estandarizadas. De forma general, se puede decir que todos aquellos compuestos
que pueden ser disueltos se pueden analizar por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), utilizando metodologias que separen por tamafio, carga,

solubilidad o actividad biolégica de dichos compuestos.

La metodologia cromatografica mas cominmente usada para propdsitos
analiticos es la cromatografia liquida en fase reversa (RP-HPLC). La fase
estacionaria de las columnas es no polar, generalmente compuesta por silice
silanizada, con cadenas carbonadas compuestas por 8 a 18 atomos de carbono
acopladas a grupos silanoles. Asi, una gran cantidad de moléculas orgénicas
pueden ser separadas, dependiendo del grado de polaridad de la fase movil.
Ademas, operando a pH menor a 3 los grupos silanoles estan protonados y no
interfieren con la metodologia. En este sentido, un protocolo estdndar de trabajo
con gradientes de elucion y a bajo pH ha sido desarrollado para el andlisis de

proteinas y péptidos, el cual es ampliamente utilizado para analizar hidrolizados
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de caseina y comparar perfiles peptidicos en fracciones solubles en agua durante

la maduracion de quesos (Ardo y col., 2011).

El equipamiento utilizado para realizar el analisis de la FS fue un sistema
cromatografico Waters (Waters Corporation, Milford, MA, Estados Unidos),
consistente en una bomba binaria Waters 1525 Series, inyector automatico
Waters 717plus, degasificador en linea AF, detector de absorbancia dual Waters
2487 y un software Waters Breeze System. La columna fue mantenida a
temperatura constante utilizando un controlador Eppendorft TC-50 (Eppendorf

North America Inc., Madison, MA, Estados Unidos).

La separacion cromatografica de los péptidos presentes en la FS se llevo
a cabo utilizando un gradiente binario y una columna de C18 (250 x 4.6 mm y
300 A de didmetro de poro) Microsorb-MV (Varian Inc., Palo Alto, CA,
Estados Unidos). Una alicuota de la FS se filtr6 a través de una membrana de
nylon de 0.2 um Alltech (Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL, Estados
Unidos) y 100 pL se inyectaron en el equipo para su analisis cromatografico. En
la Tabla 4.2., se detallan las condiciones en las que se realizaron las corridas.
Todos los solventes utilizados para las fases moviles fueron de grado HPLC. Se

realiz6 una corrida cromatografica por cada FS obtenida.
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Tabla 4.2. Condiciones usadas para el analisis cromatografico de la FS.

Solvente A 0.1% de acido trifluoracético en agua
Solvente B 0.1% de acido trifluoracético en acetonitrilo : agua (60:40)
Tiempo Condicion de Solvente A Solvente B
(min) elucion (%) (%)
10 I 100 0
Gradiente
80 G 20 80
15 I 20 80
Caudal I mL / min
Vholume‘n’ de 100 L.
inyeccion
Temperatura de 30°C
la columna
Longitud de onda 214 nm

del detector

I: etapa isocratica; G: etapa de gradiente de solventes.

4.4.6. Analisis de la FS-SSA por RP-HPLC

El analisis por RP-HPLC de algunas moléculas orgéanicas pequefias tales
como aminoacidos, aminas, acidos carboxilicos y a-cetoacidos es comunmente
llevado a cabo luego de una reacciéon de derivatizacion. Un ejemplo
caracteristico es el andlisis cromatografico de aminoacidos, los cuales son

tipicamente derivatizados en el grupo amino primario con los reactivos o-
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ftalaldehido y acido 3-mercaptopropionico. Luego, la separacion cromatografica
se lleva a cabo a un pH cercano a la neutralidad de acuerdo a las propiedades de
las cadenas laterales de los aminoécidos. El coeficiente de variacion de la
metodologia suele encontrarse en un rango que va desde el 5-10%, y un
inconveniente asociado a la técnica es que los derivados fluorescentes no son

estables por mucho tiempo (Ardo6 y col., 2011).

A partir de la FS-SSA, se determin6 el contenido de aminoacidos libres
usando el procedimiento de derivatizacion con o-ftalaldehido descrito por
Verdini y col. (2002). Se mezclaron 200 pL. de cada muestra con 200 pL de
dodecil sulfato de sodio al 2% en buffer borato de sodio (pH 9.5) y 200 pL de
solucién derivatizante y se dejo reaccionar durante 1 min. Para detener la
reaccion se agregaron 400 pL de buffer fosfato de potasio 0.1 M (pH 4.5). La
solucion resultante fue filtrada a través de una membrana de nylon de 0.2 pm
Alltech (Alltech Associates, Inc., Deerfield, IL, Estados Unidos) y luego se
inyectaron 10 pL del extracto. Se utilizd el sistema cromatografico Waters
(Waters Corporation, Milford, MA, Estados Unidos) descrito en el inciso 4.4.4.
para el andlisis cromatografico de la FS, pero utilizando un detector de
fluorescencia FL-2 (Isco, Inc., Lincoln, NE, Estados Unidos). La columna utilizada
fue Microsorb-MV (250 x 4.6 mm) C18, de 100 A de didmetro de poro (Varian Inc.,
Palo Alto, CA, Estados Unidos), termostatizada utilizando como controlador de
temperatura el horno Eppendorf TC-50 (Eppendorf North America Inc.,

Madison, MA, Estados Unidos). En la Tabla 4.3., se detallan las condiciones en
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las que se realizaron las corridas. Los aminoacidos se identificaron de acuerdo a
su orden de elucion por comparacion con cromatogramas obtenidos en trabajos

anteriores en condiciones cromatograficas similares (Verdini, 2002; Ramo, 2008).

Para cuantificar los aminoacidos presentes se construyeron curvas de
calibracién con estandares de los siguientes aminoacidos: acido glutdmico (Glu),
acido aspartico (Asp), asparagina (Asn), glutamina (Gln), glicina (Gly), histidina
(His), alanina (Ala), isoleucina (Ile), leucina (Leu), tirosina (Tyr), lisina (Lys),
treonina (Thr), triptéfano (Trp), metionina (Met), valina (Val), fenilalanina (Phe),

serina (Ser) y arginina (Arg) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, Estados Unidos).

Para cada uno de los aminoacidos evaluados se obtuvo una curva de
calibracion trabajando con 6 concentraciones diferentes por triplicado. Para cada
curva se realizé una regresion lineal por minimos cuadrados, obteniéndose asi los

parametros de la ecuacion:

y=a+bx 4.2)

donde y es la sefial medida, a es la ordenada al origen, b es la pendiente y x es la
concentracion del analito en estudio. Para la validacion del procedimiento, se
calcularon cifras de mérito que permitan evaluar la precision, linealidad,

sensibilidad y rango lineal de los métodos analiticos empleados (Sihufe, 2003).
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Tabla 4.3. Condiciones usadas para el analisis cromatografico de la FS-SSA.

tetrahidrofurano:metanol:acetato de sodio 0.05 M a pH 5.9
Solvente A

(1:19:80)
Solvente B metanol:acetato de sodio 0.05 M a pH 5.9 (80:20)
Tiempo  Condicidn de Solvente A Solvente B
(min) elucion (%) (%)
1 I 100 0
5 G 86 14
5 I 86 14
Gradiente 5 G 50 50
4 I 50 50
6 G 25 75
4 I 25 75
6 G 0 100
4 I 0 100
Caudal 1.3 mL / min
V'olume.n, de 10 UL
inyeccion
Temperatura de 40°C
la columna
Detector Nexcitacion = 305 - 395; Aemision= 430 - 470
Sensibilidad del 0.2 unidades de absorbancia (AUF)
detector Constante de tiempo = 0.5 s

I: etapa isocratica; G: etapa de gradiente de solventes.

Para evaluar la precision de un método, es decir el grado de dispersion de

valores repetidamente ensayados sobre una misma muestra, una alternativa es el
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célculo del Coeficiente de Variacion (CV).

cves =2 100 (4.3)
M

donde SD es la desviacion estandar y M es la media aritmética del conjunto de datos.

Para evaluar la linealidad, se utilizo el coeficiente de correlacion (r) de la
regresion lineal por el método de los minimos cuadrados, que brinda una
estimaciéon numérica del grado de asociaciéon lineal que tienen la variable

dependiente y con la variable independiente x.

Como aproximacion para conocer los minimos niveles de concentracion a
los que el analito puede ser detectado por el método en estudio, es decir la
sensibilidad del método, se calculo la sensibilidad analitica (y), que es una relacion

entre la pendiente de la curva de calibracion y la desviacion estdndar de la medida:

Y= (4.4)

siendo Sy la desviacion estandar de los residuos.

En relacion a la sensibilidad del método, también se calcularon el limite de
deteccion y el limite de cuantificacion. El limite de deteccion (LD) puede definirse

como la minima concentracion de analito que produce una sefial significativamente
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diferente a la del blanco y se calculdé mediante la expresion:

Sbc
LD =33 (TR] (4.5)

b o , . .
donde Sy corresponde a la desviacion estandar de los residuos correspondientes a

una curva de calibracion en la zona de bajas concentraciones del analito en estudio.

El limite de cuantificacién (LQ) corresponde a la menor concentraciéon del
analito que puede ser determinada con una cierta precision y exactitud y se calculo

segun:

Sbc
LQ=10 [?R] (4.6)

El rango lineal es el intervalo de concentraciones del analito para el cual se
puede usar el modelo de regresion lineal obtenido. El rango lineal se expresé como
el intervalo de concentraciones entre el LQ (limite inferior) y la maxima

concentracion del analito en estudio para la cual se prob6 el método.

4.5. Analisis de los acidos grasos libres

La cromatografia gaseosa (GC) es una metodologia ampliamente usada
para analizar compuestos volatiles o aquellos potencialmente volatiles luego de

una reaccion de derivatizacion y que a su vez sean estables térmicamente (Ardo
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y col., 2011). En este sentido, GC acoplada a un detector de ionizacién de llama
(FID) ha sido la metodologia mas comunmente utilizada y se ha transformado
en la técnica de rutina dominante para cuantificar niveles de 4cidos grasos libres
en quesos. En dicha metodologia, el aislamiento de los AGL presentes en la
muestra es un paso fundamental ya que suele ser complicado combinar una
buena extraccion de los AGL y de la grasa presente en el queso. Es por ello que
se suelen utilizar diferentes solventes orgéanicos en el proceso de extraccidon
propuesto por la mayoria de los métodos de referencia empleados para tal fin
(Collins y col., 2003). En el presente estudio, la separacion se fundamenta en la
retencion de los acidos grasos libres en una fase estacionaria con alimina y la
elucion posterior con una soluciéon de acido férmico al 6% en diisopropil éter

(Deeth y col., 1983).

4.5.1. Preparacion de la muestra

A 1 g de queso rallado, se agregaron 5 mL de dietil éter conteniendo 1
mL de estandares internos de: C5:0, C13:0, C15:0 y C17:0 (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, Estado Unidos), 0.1 mL de H,SO4 4 N y 2.5 g de Na,SO4 anhidro
granular. Se triturd completamente la muestra con varilla de vidrio y se dejo
reposar al menos 1 h a temperatura ambiente y luego se agregaron 5 mL de
hexano. Se clarifico la solucion por centrifugacion (1250 rpm durante 10 min a

temperatura ambiente).
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4.5.2. Aislamiento de los AGL

El volumen total de la solucion hexano-dietil éter preparado
anteriormente fue agregado cuidadosamente a una columna de alumina
preparada conteniendo 1 g de alimina neutra calidad cromatografica (Merck,
Whitehouse Station, NJ, Estados Unidos). La solucién se paso por la columna
dos veces. Luego, 5 mL de una mezcla 1:1 v/v de hexano/dietil éter se pasaron
dos veces por la columna para remover los triglicéridos que pudieron haber
quedado alli retenidos. El eluato total se desech6. La columna, con los AGL
adsorbidos, se secd por aplicacion de vacio al final de la misma y luego el
interior se transfiri6 a un tubo de vidrio con tapa a rosca. Al tubo con la
alimina, se agregd 1 mL de 4cido formico al 6% en diisopropil éter y se mezcld
el contenido. La mezcla se centrifug6 (2000 g, 5 min) y una alicuota de 1 pL del

sobrenadante se inyectd en un cromatdgrafo gaseoso.

4.5.3. Analisis cromatografico

Para el andlisis cromatografico de las muestras obtenidas se utilizé un
cromatografo gaseoso Shimadzu CG-17A, equipado con detector de ionizacion
de llama (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdn). Se utilizé una columna capilar
de silice fundida Nukol® (Supelco, Inc. Bellefonte, PA, Estados Unidos) de
dimensiones 30 m x 0.32 mm con 0.25 um de espesor de capa estacionaria. La
temperatura del inyector y del detector se fij6 en 250°C y la relacion de abertura
del split fue de 1:80. Las condiciones referidas a las rampas de temperatura

empleadas durante la corrida cromatografica se resumen en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Condiciones usadas para el analisis cromatografico de los

acidos grasos libres.

Carrier N, a un caudal de 3 mL / min
Tiempo Rampa de temperatura Temperatura
(min) (°C/min) (°C)
. 0 0 100
Condiciones
de corrida
6.9 16 210
30 0 210
Temperatura del 250°C
Inyector
Temperatura del 250°C
detector

4.6. Analisis de los compuestos volatiles

Los numerosos compuestos involucrados en el desarrollo del aroma
durante la maduracion de quesos suelen provenir principalmente de tres rutas
metabdlicas: catabolismo de la lactosa, lactato y citrato, lipolisis y protedlisis.
Las moléculas derivadas de estos procesos metabdlicos generalmente
comprenden acidos grasos, cetonas, alcoholes, lactonas, ésteres, aldehidos,
compuestos sulfurados, aminas y pirazinas. La presencia o ausencia de dichos
compuestos, asi como la concentracion y proporcion en que se encuentran, son

caracteristicas particulares de cada variedad de queso (Le Quér¢, 2011).
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La determinacion de los compuestos volatiles en productos lacteos suele
llevarse a cabo a través del uso de cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometria de masas. Probablemente la etapa mas critica en todo el proceso
analitico resida en la técnica de preparacion de la muestra que se emplea para
aislar y concentrar a los compuestos volatiles provenientes de la matriz lactea.
En este sentido, una metodologia de extracciéon muy utilizada en los ultimos
afios es la microextraccion en fase solida (SPME), la cual implica el uso de una
fina barra (fibra) de silice fundida (en general posee un diametro de 0.11 mm y
una longitud de 1 cm) recubierta con un polimero adsorbente/absorbente

(Marsili, 2011).

Se considera que existen dos alternativas para poner en contacto a la fibra
de SPME con la muestra: por inmersion directa en la misma o a través del
llamado muestreo de espacio de cabeza. En el caso de los productos lacteos, los
cuales suelen contener importantes niveles de grasas, hidratos de carbono y
proteinas, la toma de muestra a través del espacio de cabeza resulta la mas
adecuada. En este caso, la fibra de SPME se ubica en el espacio de cabeza libre
que queda por encima de la muestra, la cual se calienta para promover la
liberacion de los compuestos volatiles presentes. Asi, los volatiles liberados
hacia el espacio de cabeza quedan retenidos en la fibra, la cual posteriormente se
ubica en el puerto de inyeccidén del cromatografo, provocandose la desorcion
térmica de los compuestos retenidos y su posterior transporte hacia la columna

donde se producira la separacion de los mismos. Existe un nimero importante
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de variedades de fibras aptas para su uso en SPME, las cuales poseen afinidades
especificas con diferentes tipos de compuestos. La metodologia de SPME ha
demostrado ser muy adecuada para su uso en productos lacteos, ya que posee la
capacidad de retener un mayor nimero de compuestos en comparacion con otros

meétodos de extraccion (Marsili, 2011).

4.6.1. Preparacion de la muestra

Se pesaron 5 g de queso y se colocaron en un vial de vidrio de 30 mL (Wolf
y col., 2010), tapado con septa de teflon/silicona de 20 mm de diametro y
herméticamente cerrado con un precinto de aluminio que se mantuvo refrigerado

hasta el momento del analisis.

4.6.2. Microextraccion en fase solida (SPME)

Para la adsorcion de los compuestos volatiles presentes en el espacio de
cabeza de los viales, se utilizo una fibra para SPME Stable Flex DVB/CAR/PDMS
50/30 pm (Supelco, Inc. Bellefonte, PA, Estados Unidos), de 1 cm de longitud,
sostenida y protegida por un sistema de ensamblaje o holder (Supelco, Inc.
Bellefonte, PA, Estados Unidos) para regular en forma manual la exposicion de la
fibra. Antes de usarla por primera vez, la fibra fue acondicionada térmicamente en el
puerto de inyeccion del equipo, segun lo recomendado por los fabricantes (1 h,

270°C).

112



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Capitulo 4 - Materiales y métodos

4.6.3. Analisis cromatografico

Los andlisis se realizaron por cromatografia gaseosa en un equipo Hewlett
Packard HP 5890 series II (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, Estados Unidos),
equipado con un inyector split/splitless y un detector FID. Los compuestos
desorbidos de la fibra fueron separados en una columna capilar de silice fundida
Alltech ECTM-Wax (Alltech, Deerfield, IL, Estados Unidos) de 30 m de longitud,

0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de la capa de fase estacionaria.

La muestra en el vial fue acondicionada térmicamente en un bafio de arena
durante 10 min a 40°C (Wolf'y col., 2010), de manera que los compuestos volatiles
se repartan dentro del vial entre el espacio de cabeza y la muestra, hasta llegar a un
estado de equilibrio. Para la adsorcion sobre la fibra de los compuestos volatiles, ésta
fue expuesta durante 30 min a 40°C (Wolf y col., 2010; Randazzo y col., 2008).
Los compuestos volatiles fueron desorbidos de la fibra en el puerto de inyeccion del
cromatografo, con la valvula de purga cerrada (modo splitless) durante 5 min a

230°C. En la Tabla 4.5., se muestran las condiciones cromatograficas usadas.
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Tabla 4.5. Condiciones usadas para el analisis cromatografico de

los compuestos volatiles.

Carrier N, a un caudal de 1 mL / min
Tiempo Rampa de temperatura Temperatura
(min) (°C/min) (°C)
10 0 40
Cond1c19nes 18.3 6 150
de corrida
8 10 230
9 0 230
Temperatura del 250°C
inyector
Temperatura del 280°C
detector

4.6.4. Indice de Kovits

Una vez obtenidos los cromatogramas donde se observan los distintos picos
correspondientes a los compuestos volatiles presentes en la muestra, resulta de
interés conocer la identidad quimica de dichos compuestos. Una alternativa que
ayuda a la identificacién es la comparacion de los tiempos de retencion de los picos
en el cromatograma con el de compuestos puros inyectados por separado, tales como
el tiempo de retencién de alcanos. Teniendo en cuenta los tiempos de retencion de

cada compuesto incognita y los tiempos de retencion de los alcanos en estado puro se
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pueden determinar los indices de Kovats. El uso a los fines de identificacion de este
valor se fundamenta en que resulta propio de cada compuesto, ya que no depende de
las condiciones operativas, a excepcion de la polaridad de la columna cromatografica

utilizada (Bianchi y col., 2007).

Para la determinacion del indice de Kovats de los compuestos, se inyectd en
modo split 1:40 en forma directa 1 pL de una mezcla de los alcanos C7 - C40
disueltos en hexano (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos). Los indices de
Kovats (IK) fueron determinados segiin la expresion utilizada en Bianchi y col.

(2007). Para un compuesto desconocido x:

RT(z+1)-RT(z) @.7)

IK(x) = 100 [z+ RT()-RT(z) }
donde z es el nimero de atomos de carbono correspondiente al alcano eluido
inmediatamente antes del compuesto desconocido, RT(x) es el tiempo de retencion
del compuesto desconocido x, mientras que RT(z) y RT(z+1) son los tiempos de

retencion de los alcanos eluidos inmediatamente antes y después del compuesto

desconocido x, respectivamente.

4.7. Analisis sensorial

Las pruebas de evaluacion sensorial descriptiva involucran un conjunto de
técnicas que buscan diferenciar un rango de productos sobre la base de todas sus

caracteristicas sensoriales y determinar una descripcion cuantitativa de todos los
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atributos y descriptores sensoriales. En el caso particular de los productos lacteos, las
caracteristicas sensoriales que pueden ser analizadas incluyen todas aquellas que se
relacionan con el aroma, la apariencia, al flavor, la textura, el gusto residual y el
sonido de un producto que pueda ayudar a distinguirlo de otros (Drake y Delahunty,

2011).

Se realiz6 un analisis descriptivo cuantitativo usando 10 atributos sensoriales
(Tabla 4.6.) que fueron evaluados por un panel de 7 jueces entrenados perteneciente
al Instituto de Tecnologia de Alimentos (Facultad de Ingenieria Quimica,
Universidad Nacional del Litoral) liderado por la Prof. Nora G. Sabbag. El 1éxico
utilizado para el analisis de queso Reggianito fue desarrollado con anterioridad por
los miembros del panel (Candioti y col., 2002; Sihufe y col., 2010b). Se obtuvieron
muestras de los quesos a los 61, 124 y 180 dias de maduracion y la evaluacion
sensorial se realizé el mismo dia en que las muestras fueron obtenidas. Antes de cada
sesion de evaluacion, los miembros del panel participaron en una sesion de
calibracion usando muestras de queso Reggianito adquiridas en comercios locales,
para consensuar sobre el uso de términos y escalas. Las muestras consistieron en
sectores circulares de 10 cm de radio, 1 cm de longitud de arco y 1 cm de altura,
aproximadamente, cortadas evitando el area cercana a la superficie del queso. Las
muestras, identificadas por numeros aleatorios fueron presentadas en un orden
también aleatorio y evaluadas en ensayos independientes. El puntaje de los atributos
sensoriales se asigné mediante la marca sobre escalas no estructuradas de 10 cm,

ancladas en los extremos. La evaluacion sensorial se realizod en cabinas individuales
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en un laboratorio de anélisis sensorial, que cumple con los estandares internacionales
para el disefio de este tipo de espacios de trabajo (IRAM, 2012). En las diferentes
sesiones de analisis, cada evaluador tenia libre acceso a agua y galletitas de agua sin
sal para limpiar el paladar entre cada muestra evaluada. Durante el analisis sensorial

de la muestras, cada atributo sensorial fue evaluado dos veces por cada juez.

4.8. Analisis estadistico

El tiempo de maduraciéon y la combinacidon temperatura/tiempo fueron los
factores principales para el analisis de la varianza (ANOVA), el cual fue llevado a
cabo usando el software Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, Estados
Unidos). Cuando las diferencias entre los efectos de tratamiento resultaron
significativas (P < 0.05), se realiz6 una comparacion multiple de medias usando
el analisis de la minima diferencia significativa (LSD). Para reducir la
dimensionalidad de los datos obtenidos se us6 el analisis de componentes
principales (PCA). Esencialmente, el PCA proporciona un medio para reducir
un numero elevado de variables interdependientes (correlacionadas) a unas
pocas variables independientes (no correlacionadas), o principales, que son
combinaciones lineales de las variables originales y explican la mayor parte de
la variacion en el conjunto de datos originales (Coker y col., 2005). Este analisis
fue llevado a cabo utilizando el software Minitab (Minitab Inc., State College, PA,

Estados Unidos).
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Tabla 4.6. Atributos - descriptores utilizados para el analisis sensorial de los quesos.

Atributo - Descriptor Explicacion Escala(1-9)

Aroma Intensidad total de aroma percibido Aroma suave - Aroma intenso
Color Color del queso Claro - Oscuro
Aspecto de la masa Numero de grietas, de 0ojos mecanicos, etc. Mucho - Nada

Percepcion de particulas de tamafio moderado en la

Corte granular superficie del queso luego de la ruptura Nada - Mucho
Fracturabilidad Grado de ruptura Mucho - Nada

Sensacion al paladar Se evalta si la masa es rugosa, pastosa o arenosa Mucho - Nada

Flavor genuino Intensidad de flavor percibido Sin flavor - Flavor intenso

Flavor residual Flavor residual agradable o desagradable Sin flavor residual - Flavor residual intenso
Salado Gusto salado Sin gusto salado - Muy salado
Amargo Gusto amargo Sin gusto amargo - Muy amargo
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5.1. Analisis fisicoquimico

Con el objetivo de obtener los datos de composicion inicial de las muestras, 2
quesos fueron analizados inmediatamente después del salado por inmersién (tiempo

de salado: 7 dias). Los resultados se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Valores iniciales promedio y desviaciones estandar de los parametros

fisicoquimicos evaluados en queso Reggianito.

Parametro Valor
Humedad (g/100 g queso) 40.1+0.2
Proteina total (g/100 g queso) 33.1+0.3
Grasa (g/100 g queso) 208+ 1.5
Cloruro (g/100 g queso) ND
pH 5.24 £ 0.02
IM (%) 49+04

ND: no detectable.

El contenido de cloruro result6 no detectable. En quesos salados por
inmersion en salmuera, en los momentos iniciales de la maduracion toda la sal

transferida al queso se encuentra concentrada en un espesor superficial delgado y su
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concentracion es casi nula en el centro (Guinee y Fox, 2004). Ademas, el cloruro
originalmente presente en la leche suele perderse con el lactosuero durante el
desuerado de la cuajada. El valor de pH medido es compatible con el hecho de que
luego de la coagulacidn, la cuajada contintia acidificandose hasta que por el efecto
del salado que inhibe a la flora SLAB, el pH se detiene en un valor cercano a 5 (Fox,
2011a). Como resultado de la escasa degradacion inicial de las caseinas, el nivel de
nitrégeno presente en la fraccion soluble a pH 4.6 es relativamente bajo, y

consecuentemente eso también se ve reflejado en el IM.

En la Tabla 5.2., se muestran los valores medios de pH, contenido humedad,
contenido de cloruro, asi como el IM obtenidos para cada tratamiento durante el
periodo de maduracién estudiado. En el Anexo (Tablas A.1-A.5,), se muestran los

valores de las determinaciones individuales.

Se observaron valores de pH que variaron en forma moderada y que durante
todo el periodo permanecieron en valores similares a los referidos previamente por
otros autores para este tipo de queso (Hynes y col., 2003; Sihufe y col., 2007; Wolf'y
col.,, 2010). Es importante destacar que, si bien los valores de pH fueron
significativamente afectados tanto por el tiempo como por la temperatura de
maduracion, siempre se encontraron en un rango considerado como seguro para
descartar una posible contaminacion con microorganismos no habituales (como por

ejemplo, contaminacidon por hongos).
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Tabla 5.2. Valores medios y desviaciones estandar correspondientes a los pardmetros fisicoquimicos evaluados

durante la maduracion de los quesos.

Queso Tie}npo pH Humedad Cloruro IM
(dias) (g/100 g queso) (g/100 g queso) (%)
C 61 5.54+0.01% 37.9+0.0° 0.55 +0.04° 12.8 £0.1°
124 5.36 + 0.03 36.9+0.1° 0.88 +0.01° 17.5+ 1.0°
180 5.70 £ 0.02° 36.1 + 0.4° 1.04£0.01¢ 20.7 +1.2¢
E, 61 5.56 + 0.049 37.7+0.1% 0.59 + 0.02° 14.8+0.1°
124 5.41+0.01% 36.7 +0.5% 0.92 + 0.05¢ 19.8 +0.8¢
180 5.76 +0.02' 35.8+0.1° 1.08 £0.01¢ 23.0+0.5°
E, 61 5.60 +0.10% 37.2+0.1% 0.70 + 0.02° 17.2+0.8°
124 5.45+0.01% 36.3+£0.2% 0.92 +£0.01° 20.9 +0.2¢
180 5.83+0.028 35.9+0.0° 1.06 £ 0.00¢ 250+ 1.5
Condicion de maduracion * * * *
Tiempo de maduracion * * * *
Interaccion NS NS * NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.

*€: Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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Tanto la combinacidon temperatura-tiempo como el tiempo de maduracion
afectaron de manera significativa los valores correspondientes a los contenidos de
humedad y de cloruro. Para todos los tratamientos evaluados, el contenido de
humedad durante la maduracion disminuyo, mientras que el de cloruro aumento
durante el almacenamiento de los quesos. Dicho comportamiento resulta
caracteristico en quesos madurados sin envoltura y salados por inmersion en
salmuera, en los que paulatinamente ocurre una pérdida continua de agua por
evaporacion y una redistribucion del contenido salino, de manera que finalmente se
igualan las concentraciones de sal en las distintas zonas del queso y desaparece el

gradiente formado tras el salado (Simal y col., 2001).

La combinacion temperatura-tiempo modifico las distribuciones de sal y
humedad en el queso sdlo en las etapas iniciales de la maduracion. Hacia el final del
periodo de maduracion los contenidos de humedad y cloruro resultaron similares
para todos los quesos, llegando a niveles de aproximadamente 36% y 1%,
respectivamente. Los valores observados resultaron similares a los informados por
otros autores y para esta variedad de queso (Candioti y col., 2002; Sihufe y col.,
2007; Wolf' y col., 2010). El efecto de una mayor temperatura de almacenamiento
sobre el contenido de cloruro en el centro del queso durante los primeros meses
puede ser explicado teniendo en cuenta que el aumento de temperatura favorece los

procesos difusivos (Sihufe y col., 2003).
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Con respecto a la evolucion del contenido de humedad, resulta de interés
notar que en ningin momento de la maduracion de los quesos experimentales, se
registr6 un contenido de humedad significativamente menor que aquel
correspondiente a los quesos control a 180 dias. Una mayor pérdida de humedad
provocaria una consecuente disminucion del peso de los quesos, representando un
perjuicio economico, es decir, una desventaja del método estudiado para la
aceleracion de la maduracion. Ademads, una excesiva pérdida de humedad podria
también alterar algunas propiedades sensoriales del producto, como por ejemplo,

aquellas vinculadas al desarrollo de la textura.

Los valores correspondientes al IM observados para los quesos control
durante todo el periodo de almacenamiento fueron similares a aquellos informados
por otros autores para este queso (Hynes y col., 2003, Sihufe y col., 2007; Wolf' y
col., 2010). Por otro lado, los valores de IM en los quesos experimentales fueron
significativamente afectados por la combinacion temperatura-tiempo y por el tiempo
de maduracion. Como resultado del proceso de protedlisis que ocurre durante la
maduracidon, se observd un incremento significativo del IM con el tiempo de
maduracion. Como puede observarse en la Figura 5.1., para cualquier tiempo de
maduracidon, los valores para quesos experimentales (E; y E;) resultaron
notablemente mayores que para quesos control. Mas aun, los valores de IM para
quesos experimentales a 124 dias de maduracién resultaron similares a los valores de
quesos control a 180 dias de maduracién. Es decir, los quesos experimentales

mostraron a 124 dias un nivel de nitrégeno soluble (valor asociado con el contenido
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de péptidos pequefios y medianos, aminoacidos y productos de degradacion) que
resulta similar al de un queso control a 180 dias de maduracion. Finalmente, a 180
dias de maduracién se observo un IM significativamente mayor para quesos E, que

para quesos E;.

30
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&
S
=
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Tiempo de maduracion (dias)

Figura 5.1. Valores de IM para los quesos estudiados. Las barras indican la

desviacion estandar.
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5.2. Analisis microbioldgico

En los cultivos obtenidos como resultado de la incubacién a 42°C, se
observaron recuentos de SLAB en el orden de 10°-10" UFC/g queso inmediatamente
después de la etapa de salado. Desde los 61 dias de maduracion en adelante, hubo
una disminucidon dréastica de estas poblaciones y los recuentos resultaron
practicamente nulos (< 10° UFC/g queso). Similarmente, Coppola y col. (2000) y
Giraffa y col. (1997) informaron que los lactobacilos termoéfilos disminuyen
progresivamente durante las primeras etapas de la maduracion en los quesos duros
italianos Parmigiano Reggiano y Grana Padano, que al igual que el queso Reggianito
son manufacturados utilizando cultivos naturales de suero lacteo (conteniendo

lactobacilos termofilos) como fermento primario.

Para los cultivos a 30°C, los cuales se consideran representativos de la
presencia de NSLAB, el valor del recuento bacteriano al inicio de la maduracion fue
de 1.9 = 0.4 x 10" UFC/g queso. Los valores para las diferentes combinaciones
temperatura-tiempo a 61, 124 y 180 dias de maduracion se muestran en la Tabla 5.3.
En el Anexo (Tabla A.6.), se muestran los valores de las determinaciones

individuales.

De acuerdo al ANOVA, los recuentos en placa correspondientes a NSLAB
fueron afectados significativamente por el tiempo de maduracion y por la

combinacion temperatura-tiempo. Desde los 61 dias en adelante, hubo una disminu-
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Tabla 5.3. Valores promedio y desviaciones estdndar para los recuentos

microbiologicos correspondientes a los cultivos en MRS a 30°C.

Queso Tiempo (dias) Log UFC/g queso
C 61 8.50 + 0.208
124 7.70 £ 0.10%
180 7.20 + 0.30°%
E; 61 8.02 +0.03%
124 6.73 +0.01%¢
180 5.80+0.90°
E, 61 7.50 £ 0.20%
124 6.51 + 0.05"
180 6.10 £ 0.40%
Condicion de maduracion *
Tiempo de maduracion *
Interaccion NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.

"% Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente
diferentes (P < 0.05).

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).

cion en el recuento de NSLAB con el tiempo de maduracion para todos los

tratamientos. Los valores observados para los quesos experimentales E; y E, fueron

similares durante la maduracién, siendo ambos un orden log menor que aquellos para

quesos control desde 124 dias de maduracion en adelante. Estos resultados sugieren

que s6lo ocurren cambios limitados y controlados en el crecimiento de lactobacilos

mesofilos cuando se incrementa la temperatura de almacenamiento en las etapas
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iniciales de la maduracion de queso Reggianito. Mas atn, los valores de pH
discutidos en la seccion anterior refuerzan la idea de una aceleracidn de la

maduracion controlada desde el punto de vista microbiologico.

5.3. Seguimiento de la proteolisis

5.3.1. Analisis electroforético por urea-PAGE

A través del ensayo de urea-PAGE fue posible identificar y cuantificar 5
fracciones caseinicas con movilidades electroforéticas diferentes (Figura 5.2.), a
través de la utilizacion de reactivos estdndar de ag;- y B-caseina y de la comparacion
con la ubicacion de las bandas de acuerdo a trabajos anteriores para las restantes
fracciones (Sihufe y col., 2010a). En la Tabla 5.4., se observan los valores de
densidad optica integrada (IOD) para las fracciones analizadas, informados como la
relacion del valor de IOD de cada banda integrada respecto de su valor de 10D
inicial (IODy), de manera tal que las diferencias que pudieron observarse en la
intensidad de la tincion de cada gel no interfirieran en las inferencias con respecto a
los cambios en la concentracion de las caseinas. De esta manera, valores menores
que 1 indican una disminucion y valores mayores que 1 indican un aumento en cada
fraccion respecto del valor inicial. En el Anexo (Tablas A.7.-A.11.), se muestran los

valores de las determinaciones individuales.
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Quesos C Quesos E;
o1 0 61 124 180 0 61 124 180 B

«— y-CN

+«— B-CN

-« (lsl-CN

- aSI-I-CN
~— F3

B)
Quesos C Quesos E,
os1 0 61 124 180 0 61 124 180 B

«— y-CN

«— B-CN

-« (lsl-CN

— (ls1-I-CN
~— F3

Figura 5.2. Electroforetogramas de queso Reggianito correspondientes a: A) Quesos

Cy E;; B) Quesos C y Es. Los numeros indican dias de maduracion.
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Tabla 5.4. Valores medios y desviaciones estandar de la relacion IOD/IOD para las fracciones analizadas por urea-PAGE.

Queso Fl;l;il:sl;o dgi-caseina asi-I-caseina p-caseina y-caseina F3
C 61 0.83 +£0.03° 10.1 + 0.3% 0.95 + 0.00° 32+02° 1.4 +0.4%
124 0.55 + 0.05¢ 13.2+1.1° 0.66 + 0.04¢ 5.3+0.04 2.5+0.4%
180 0.32 + 0.08" 9.4+1.7° 0.39 + 0.07* 56+0.1¢ 3.0+0.9¢
E, 61 0.58 + 0.09¢ 11.2 + 1.6%% 0.50 + 0.08° 3.5+0.1° 0.8+ 0.1
124 0.41 +£0.02° 10.8 +£0.5%% 0.32 + 0.00% 4.8 £0.4% 1.7+£0.1%
180 0.35 + 0.02" 8.9 +2.1%° 0.24 + 0.03? 53+0.3% 2.3+0.7%
E, 61 0.28 + 0.04° 13.0+£1.1% 0.66 + 0.07¢ 42+0.0° 1.1+ 0.0
124 0.16 + 0.02% 7.4+ 1.9%® 0.38 +0.02° 5.1+0.7° 1.4 +0.2%
180 0.13+0.01% 6.1 +0.6% 0.26 + 0.02° 5.6+0.34 1.5+0.1%
Condicion de maduracion * NS * NS *
Tiempo de maduracion * * * * *
Interaccion * * * NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.

. Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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Las fracciones caseinicas mayoritarias (ogs;- y -caseina) disminuyeron con el
tiempo de maduracion, especialmente durante los primeros 124 dias de
almacenamiento. La disminuciéon de la agj-caseina fue acompanada durante los
primeros 2 meses de un incremento de las fracciones ag;-I-caseina y F3, que son de
menor peso molecular y se originan como consecuencia de la hidrdlisis de aquella
(Tabla 5.4.). El tratamiento temperatura-tiempo afectd significativamente la
degradacion de agj-caseina, observandose mayor degradacion de la proteina en los
quesos experimentales que en los quesos control y a su vez mayor degradacién en los
quesos E; que en los E; a igual tiempo de almacenamiento. Ademas, a 124 dias, hubo
una mayor (para los quesos E;) o similar degradacién (para los quesos E;) de dicha
fraccion respecto a la observada en los quesos C hacia el final del periodo estudiado.
Para el caso del tratamiento E,, la disminucion de la og;-caseina a 61 dias es
comparable (alrededor de 70%) con la observada para los quesos C a 180 dias (Tabla

5.4.).

En general, los niveles de ag;-I-caseina aumentaron de manera importante al
comienzo del periodo de almacenamiento, para luego disminuir durante los ultimos
meses. Este comportamiento puede explicarse teniendo en cuenta que la ag;-I-caseina
es el fragmento (f24-199) proveniente de la degradacion de la agj-caseina, pero es a
su vez susceptible de ser degradada por las enzimas presentes dando fragmentos
menores (Fox y McSweeney, 1996). A partir de 124 dias de maduracién, se observo

una mayor degradacion de la ogj-I-caseina para los quesos experimentales,
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fundamentalmente para los E,, lo cual sugiere una mayor liberacion de péptidos de

menor peso molecular, que pueden servir de sustrato para reacciones posteriores.

Los niveles de degradacion de B-caseina también fueron afectados de forma
significativa por el tratamiento, siendo €éstos mayores en quesos experimentales que
en quesos control, sin que se observen diferencias significativas entre los valores
correspondientes a los quesos E; y E,. Similarmente a lo observado para la og;-
caseina, el nivel de degradacion de la proteina a 61 6 124 dias en quesos
experimentales fue comparable a los niveles observados para los quesos control a

124 6 180 dias, respectivamente.

La disminucion de la B-caseina resultdé en un importante aumento en las y-
caseinas. El aumento observado para las y-caseinas ocurrié principalmente durante
los primeros 61 dias del periodo de almacenamiento de los quesos, luego siendo
menor hasta los 180 dias. Los quesos E, mostraron valores de y-caseina
significativamente mayores que los quesos control a 61 dias de maduracion, mientras
que no hubo diferencias significativas entre los tres tratamientos durante el resto del

periodo evaluado.

5.3.2. Analisis de la FS por RP-HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa de las fracciones
solubles en fase acuosa es uno de los métodos utilizados con mayor frecuencia para

la caracterizacion de la proteolisis secundaria en quesos. Debido a su utilidad para el
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analisis de péptidos medianos a pequefios, es considerada una técnica de alto poder
discriminativo, y una de las mas valiosas para evaluar autenticidad y calidad en
quesos (Parente y col., 2012). En este estudio, los perfiles cromatograficos resultaron
similares a aquellos informados por otros autores para queso Reggianito (Hynes y

col., 2004; Sihufe y col., 2010a).

Se seleccionaron 16 picos cromatograficos (Figura 5.3.), los cuales
totalizaron alrededor de un 90% del area bajo la curva de los cromatogramas
obtenidos por RP-HPLC de la fraccion soluble en agua a pH 4.6, y que eluyeron
entre los 4 y los 96 minutos de corrida. En el Anexo (Tabla A.12.), se muestran los
valores de las determinaciones individuales. Mediante ANOVA, se observo que 14
de los 16 picos cromatograficos estuvieron significativamente afectados (P < 0.05)
por el tiempo de maduracion, mientras que 12 de ellos resultaron afectados por la

combinacion temperatura-tiempo.

Se obtuvieron perfiles cromatograficos similares para aquellas muestras
correspondientes a los quesos C, E; y E, (Figura 5.4.). Las diferencias se observaron
solo en relacion a las diferentes alturas de los picos, indicando que las condiciones de
maduracion estudiadas afectaron principalmente la velocidad de la protedlisis y no a

las vias mediante las cuales ésta ocurre.

El area total de los 16 picos también resulto significativamente afectada tanto

por el tiempo de maduracién como por la combinacion temperatura-tiempo. El area
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total aumentd significativamente durante la maduracion. Se observaron mayores
valores de area total para quesos E, que para quesos E,;, y para los ultimos con
respecto a los quesos control, a excepcion de lo observado a 124 dias de maduracion,
donde los valores de area para los quesos experimentales E; y E, resultaron
similares. El area total para los quesos experimentales a 124 dias de maduracion
resultd similar a la de los quesos control a 180 dias de maduracion, lo cual mantiene
relacion con aquellas observaciones correspondientes a la evolucion del IM en las

diferentes muestras analizadas.

Absorbancia (unidades arbitrarias)

5 25 45 65 85 105

Tiempo (min)

Figura 5.3. Cromatograma caracteristico de la FS para el analisis de péptidos en una
muestra de queso C a 180 dias de maduracion. Los nimeros indican los picos

seleccionados para su analisis.
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Figura 5.4. Cromatogramas de la FS para el analisis de péptidos en los quesos

estudiados a: A) 124 dias; B) 180 dias de maduracion.
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5.3.3. Analisis de la FS-SSA por RP-HPLC

Para la validacioén del método analitico de determinacion de aminoéacidos por
RP-HPLC, se inyecté una mezcla de soluciones estandar de 18 aminoécidos. Se
utilizaron 7 diluciones diferentes de la solucion estandar madre y se evalud cada una
de ellas por triplicado para obtener aquellos pardmetros que permitan validar el
procedimiento analitico. En la Tabla 5.5., se muestran los parametros relacionados
con la validacion del método cromatografico, para lo cual se evalud precision,
linealidad, sensibilidad y rango lineal del método analitico utilizado. Los resultados
obtenidos son aceptables para la metodologia propuesta y resultaron comparables a
los determinados por otros autores que han evaluado el contenido de aminoécidos

libres en muestras de queso por RP-HPLC (Verdini, 2002; Ramo, 2008).

A partir de las curvas de calibracion correspondientes, se obtuvieron las
concentraciones de 14 de los aminoacidos utilizados, dado que los pares Ser-His y
Thr-Arg coeluyeron, de manera que no fue posible su cuantificacion (Figura 5.5.). En
la Tabla 5.6., se observan los valores de concentracion de los aminoacidos
determinados. En el Anexo (Tabla A.13.), se muestran los valores de las

determinaciones individuales.

136



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Tabla 5.5. Parametros correspondientes a la validacion de la determinacion de aminoacidos libres por RP-HPLC.

Aminoacido LD (mg/L) LQ (mg/L) v (L/mg) Rango lineal (mg/L) CV% max. r
Asp 0.32 0.98 27.35 0.98 - 103.06 12.38 0.9895
Glu 0.19 0.58 53.74 0.58 - 203.54 7.03 0.9972
Asn 0.13 0.41 74.57 0.41-71.09 4.99 0.9986
Gln 0.13 0.38 86.46 0.38 - 85.73 3.30 0.9989
Gly 0.29 0.89 50.68 0.89 - 46.39 10.70 0.9969
Thr 0.12 0.37 76.05 0.37-61.14 5.01 0.9986
Arg 0.27 0.80 53.99 0.80 - 96.58 5.61 0.9973
Ala 0.21 0.64 68.39 0.64 - 68.71 6.99 0.9983
Tyr 0.23 0.70 52.10 0.70 - 81.50 5.39 0.9971
Trp 0.21 0.62 50.68 0.62-115.79 5.92 0.9969
Met 0.13 0.38 70.79 0.38 - 66.84 3.03 0.9984
Val 0.15 0.44 47.37 0.44-51.79 7.65 0.9965
Phe 0.17 0.52 62.00 0.52 - 65.90 5.21 0.9979

Ile 0.17 0.53 50.10 0.53 -40.37 7.57 0.9968
Leu 0.18 0.55 62.75 0.55-51.21 5.22 0.9980
Lys 0.31 0.93 55.03 0.93-218.03 10.54 0.9974
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Figura 5.5. Cromatograma caracteristico correspondiente a la determinacion de

aminoacidos libres en una muestra de queso C a 180 dias de maduracion.

Los aminoacidos Glu, Lys, Leu, Val e Ile estuvieron presentes en mayor
concentracion en todas las muestras de quesos, representando en conjunto alrededor
del 60% de la concentracion total de aminoécidos libres y alcanzando, hacia el final
del periodo de maduracién, valores individuales por encima de 200 mg/100 g queso
para los 3 tratamientos evaluados (Tabla 5.6.). Hynes y col. (2005) y Sihufe y col.
(2010a) también informaron la presencia mayoritaria de estos aminoacidos en queso
Reggianito. Es interesante destacar que Glu, Val, Leu y Lys, ademds de Pro, son los

aminodcidos presentes en mayor concentracion en otras variedades de quesos duros
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Tabla 5.6. Concentraciones promedio (mg/100 g queso) y desviaciones estandar correspondientes a los aminoacidos libres determinados

durante la maduracion de queso Reggianito.

Queso ’l“(ig;:sp;o Asp Glu Asn Gln Gly
C 61 43.8 +2.4° 355.5+12.9% 108.6 + 3.1° 118.5 + 8.1° 37.5+1.9°
124 69.0 + 6.0° 5129 +58.7°  150.3+17.1%  157.5+24.6™ 63.1+6.7°
180 108.8 £26.2%  675.8+143.3%  186.5+38.6% 178.5 + 44.6° 82.8 + 14.7°%
E, 61 51.6+2.9% 388.4 + 12.1% 121.4+ 1.6° 128.3 +3.1% 422 +£2.2°
124 94.9+2.1° 611.7+163° 1782+ 5.4 170.0 + 6.0 71.4 + 2.4
180 1203 +5.1¢ 737.5 £ 35.4° 205.9 +9.7° 1842 + 1.7 97.5+12.1°
E, 61 60.2 + 11.8% 486.8 +70.8° 1445+ 18.9™  147.0+ 8.8 65.6 + 4.6
124 70.0 + 3.8° 556.7 £ 7.5% 159.3 + 2.8 162.7 + 3.5 85.9 + 3.6%
180 150.8 £9.3° 963.4 + 64.1" 258.0 +20.8" 227.2 +31.9¢ 1433+ 11.8"
Condicion de maduracion * * * NS *
Tiempo de maduracién * * * * *
Interaccion * NS NS NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.
*f. Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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Tabla 5.6. (cont.). Concentraciones promedio (mg/100 g queso) y desviaciones estandar correspondientes a los aminoacidos libres

determinados durante la maduracion de queso Reggianito.

Tiempo

Queso (dias) Ala Tyr Trp Met Val
C 61 78.2 + 0.3 45.6+ 4.8 16.6 + 0.3 39.3+1.7° 1332 £ 5.4°
124 97.9 +9.4% 60.1 + 16.4™ 38.1+1.7¢ 63.2+6.6" 193.1 +21.8%
180 116.7 +24.1% 85.6+ 11.4™ 46.7 +2.8° 83.2+15.9¢ 249.9 + 60.5"
E, 61 77.1 + 1.1% 474+5.1° 22.0+2.1° 445+1.1° 151.3 £3.2°
124 111.1 +3.0% 71.2+£2.1% 41.0 + 0.4¢ 75.2 2.0 238.3 +9.6%
180 123.9 = 7.0° 89.7 +5.7° 48.4+0.2° 90.4 + 4.4¢ 280.2 & 14.8°
E, 61 106.8 + 14.0 70.2 + 3.0° 31.6+ 1.6° 65.4 + 8.5 190.8 + 29.4%
124 109.4 + 5.5 83.8 + 8.2 48.8+0.1° 78.9 +0.2%¢ 216.1 + 6.4°
180 172.8 +4.2¢ 1452 + 25.4¢ 70.2 + 0.3 131.7+4.7° 385.7 +30.5¢
Condicion de maduracion * * * * *
Tiempo de maduracién * * * * *
Interaccion * NS * * NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.
*f. Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).
*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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Tabla 5.6. (cont.). Concentraciones promedio (mg/100 g queso) y desviaciones estandar correspondientes a los aminoacidos libres

determinados durante la maduracion de queso Reggianito.

Tiempo

Queso (dias) Phe Ile Leu Lys Total
C 61 84.5+4.2° 88.1+2.5° 174.1 + 4.8° 274.9 + 3.6" 1598.6 + 52.2°
124 138.7 +15.8° 143.1+ 164  2373+28.6™ 4043 +44.8"  2328.5+274.5™
180 182.5 + 39.0° 205.4 + 45.6° 303.1£63.1°  522.0+ 134.6™  3027.6 + 664.4°
E, 61 96.6 + 4.1° 101.8 +5.9% 188.3 +6.0° 267.6 = 15.0° 1729.1 + 65.5®
124 161.4+5.7% 173.8+10.7°  277.0+£ 102  424.6+13.6™  2699.9 + 84.0%
180 1922 +12.2¢ 215.8 +7.59 316.3 £ 16.9° 517.0£27.9° 32194+ 157.1¢
E, 61 161.4 +22.6 1393 +19.1°  2942+44.0™  283.6+130.5° 22473 + 126.4™
124 184.3 £3.0° 171.6 + 2.5 306.3 +0.7° 493.8+3.3"  2727.6+26.7%
180 307.0 +22.3¢ 308.2 +24.7° 492.8+30.6°  658.6+233.3° 44149 +513.9°
Condicion de maduracion * * * NS *
Tiempo de maduracién * * * * *
Interaccion * NS NS NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.
*f. Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).
*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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tales como Parmigiano-Reggiano, Pecorino Romano, Canestrato Pugliese, Fossa,

Mahon y Manchego (Gobbetti y col., 2007).

En numerosas variedades de quesos, el aminoacido Glu es responsable de
contribuir en gran medida al sabor umami, actuando de esta manera como un
intensificador del sabor (Drake y col., 2007). En queso Reggianito, niveles elevados
de este aminoacido se han encontrado repetidamente, lo que sugiere una influencia
significativa de este compuesto sobre la intensidad del flavor en esta variedad de
queso. También pudo observarse la presencia en cantidades relativamente altas de los
aminoacidos de cadena lateral ramificada (Val, Leu e Ile) que totalizaron mas del
20% de los aminoacidos totales en los quesos madurados durante 180 dias. Estos
aminoacidos, sumados al grupo de los aminodcidos aromadticos y metionina, se
encuentran formando el grupo de los principales precursores de los compuestos

volatiles de aroma y sabor en queso (Yvon y Rijnen, 2001).

Los resultados de ANOVA mostraron que el tiempo de maduracion y la
combinacién temperatura-tiempo afectaron significativamente las concentraciones de
todos los aminoacidos estudiados, a excepcion de Gln y Lys que no resultaron
afectados por la combinacion temperatura-tiempo. La concentracion de todos los
aminodcidos aument6 con el tiempo de maduracion. En lo que concierne a la
combinacién temperatura-tiempo, en los quesos E; a 180 dias de maduracion, se
observaron niveles mas elevados para la mayoria de los aminoécidos estudiados con

respecto a los quesos C y E;.
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El contenido total de aminoacidos en quesos E; y E; a 61 y 124 dias de
maduracion resultd similar al correspondiente a quesos C a 124 y 180 dias de
maduracion, respectivamente, lo que indica que entre 2 y 4 meses de maduracion, los
quesos experimentales muestran niveles de aminoacidos libres similares a los de

quesos control con 2 meses mas de maduracion (Figura 5.6., Tabla 5.6.).
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Figura 5.6. Valores de concentracion de total de aminodacidos libres en los quesos

estudiados. Las barras indican la desviacion estandar.
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Si bien la combinacidon temperatura-tiempo afectd de manera significativa la
concentracion de la gran mayoria de los aminoacidos, esto no alterd la contribucion
relativa que cada aminoacido tiene en el perfil hacia el final del periodo de
maduracidon, ya que se observan patrones de distribucién similares para los

aminoacidos libres en los quesos para los distintos tratamientos estudiados (Figura

5.7).
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Figura 5.7. Niveles individuales de aminoacidos libres en los quesos estudiados a

180 dias de maduracion.
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5.4. Seguimiento de la lipodlisis: analisis de los acidos grasos libres

Mediante una extraccion previa con solventes organicos y posterior analisis
cromatografico de las muestras de queso Reggianito, se cuantifico un total de 9 AGL
(C4:0-C18:1) (Figura 5.8.), observandose los valores de concentracion para cada uno
de ellos en la Tabla 5.7. En el Anexo (Tabla A.14.), se muestran los valores de las

determinaciones individuales.
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Figura 5.8. Cromatograma caracteristico correspondiente a la determinacion de

acidos grasos libres en una muestra de queso C a 180 dias de maduracion.

Los AGL mayoritarios fueron (en orden de importancia): C16:0, C18:1,
C18:0 y C14:0, totalizando en conjunto alrededor del 80% del total de AGL en todas

las muestras analizadas. Ademas de ser frecuente en otras variedades de quesos, en
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Tabla 5.7. Concentraciones promedio (mg/100 g queso) y desviaciones estdndar correspondientes a los acidos grasos libres determinados

durante la maduracion de queso Reggianito.

Tiempo

Queso (dias) C4:0 C6:0 C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1

61 39+1.3% 1.3+0.5 1.6£0.6 40=+1.7 57+2.6 179+82 288+85 81+£32 23857

C 124 5.8+2.1% 19+07 23+£1.0 4.6+1.7 6.7+25 20.1+72 333+£80 80+£21 25279

180 6.3+1.0™ 20+£02  21+0.1 48+0.3 73+05 23.0+£15 342+£25 83+£04 26705

61 4.5+0.1%° 1.4+£0.0 1.6 £0.1 3404 49+£04 155+£16 293+£14 95+£40 219+£25

E, 124 5.5+0.5" 1.4+£0.5 1.4+0.2 34+0.5 49+0.1 16.8+04 28.6+1.7 49+1.2 203£53

180 5.7+0.2% 1.2+04 1.1£0.1 2.8+0.2 3.8+£02 13.1+00 266+10 32+£03 155+1.5

61 5.1+0.3" 14+0.2 1.6+0.3 3.6+1.0 52+18 154+40 281+26 58+£12 23.0+32

E, 124 6.3+0.3 1.8+0.1 1.9+02 4.6=£03 6.7+14 209+59 30.8+31 72+£14 27.6+84

180 6.8 +0.2° 1.9+0.0 1.8+0.0 3.7+£0.3 52+06 163+1.7 31.1+05 69+03 27.6+19
Condicién de maduracion * NS NS NS NS NS NS NS NS
Tiempo de maduracion NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Interaccion NS NS NS NS NS NS NS NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.

¢ Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).
*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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trabajos anteriores con queso Reggianito también se ha observado la misma
predominancia de los mismos AGL (Perotti y col., 2005; Sihufe y col., 2007), lo cual
se explica claramente teniendo en cuenta que estos 4 AGL son los mayoritarios en la
composicion de los triglicéridos de la grasa lactea bovina (Taylor y MacGibbon,

2011).

No se observaron efectos significativos de los factores tiempo de maduracion,
y combinacion temperatura-tiempo para cada uno de los AGL estudiados, a
excepcion del caso del acido butirico (C4:0) donde se observo un efecto significativo
del tiempo de almacenamiento de los quesos, observandose mayores niveles para
este AGL a 124 y 180 dias de maduracion (Tabla 5.7.). Como puede verse en la
Figura 5.9., para aquellos quesos madurados durante 180 dias, la combinacién
temperatura-tiempo no alterd los perfiles de AGL, ya que la contribucion relativa al
perfil de cada AGL se mantiene relativamente constante, observandose patrones de

distribucion similares para todos los AGL determinados.

Con respecto a la concentraciéon de AGL totales, en el caso de Sihufe y col.,
(2007) y Perotti y col. (2008) se encontraron niveles de aproximadamente 2000 y
1800 mg/kg queso, respectivamente, para muestras de quesos madurados a 12°C
durante 6 meses. Wolf y col. (2010) analizaron muestras de queso Reggianito
pertenecientes a distintas marcas comerciales adquiridas en diferentes periodos del
afio. Los autores informaron un nivel promedio de AGL totales de alrededor de 2000

mg/kg queso, pero observaron una alta dispersion entre los valores para las distintas
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Figura 5.9. Niveles individuales de 4cidos grasos libres en los quesos estudiados a

180 dias de maduracion.

muestras analizadas, encontrandose los valores en un rango aproximado de 1200-
3800 mg/kg queso. Este nivel de lipolisis es considerado por algunos autores como
moderado y similar al observado para otras variedades de quesos duros (por ejemplo,

queso Cheddar) y semiduros (por ejemplo, queso Emmental) (Collins y col., 2004).

En el presente estudio, el nivel de AGL totales observado al final del periodo
de maduracién para los quesos control resulto ser de alrededor de 1100 mg/kg queso,

y fue similar al observado para los quesos experimentales madurados durante 180
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dias (Figura 5.10.). Si se tiene en cuenta ademads, que para la mayoria de los AGL
analizados, no se observd efecto significativo debido los factores analizados, es
posible afirmar que las combinaciones temperatura-tiempo propuestas no fueron
causa de modificaciones importantes tanto en los niveles de lipolisis caracteristicos

como en la proporcion relativa de los AGL determinados durante el almacenamiento

de los quesos.
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Figura 5.10. Valores de concentracion de total de acidos grasos libres en los quesos

estudiados. Las barras indican la desviacion estandar.
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5.5. Analisis de los compuestos volatiles

5.5.1. Perfiles cromatograficos de los compuestos volatiles

Mediante el uso de la técnica de cromatografia gaseosa, previa extraccion de
los compuestos por SPME, se detectd un total de 62 picos en todas las muestras de
queso analizadas, los cuales eluyeron en los primeros 32 min de corrida. Del total de
picos, 46 de ellos (representando mas del 90% del area total en cada cromatograma
obtenido) fueron seleccionados para un estudio mas detallado (Figura 5.11.). Estos
picos estuvieron presentes en todas las muestras de queso a partir de 61 dias de
maduracion. Teniendo en cuenta sus areas cromatograficas, se realiz6 un ANOVA
para cada uno de ellos. En algunos cromatogramas, los picos 12a - 12b y 14a - 14b,
no presentaron una resoluciéon adecuada, por lo tanto sus areas se sumaron para el
analisis estadistico (Tabla 5.9.). En el Anexo (Tabla A.15.), se muestran los valores

de las determinaciones individuales.

Del total de picos estudiados, el area cromatografica de la mitad de ellos no
fue significativamente afectada por ninguno de los factores principales analizados
(tiempo de maduracion y combinacion temperatura-tiempo). En los 23 picos
restantes, la combinacion temperatura-tiempo afectd significativamente a 14 de ellos,
el tiempo de maduracion afectd a otros 2 y ambos factores afectaron
significativamente los 7 picos restantes. En los picos en que el tiempo resultd un
factor significativo, se observo un comportamiento dispar. En algunos de ellos (picos

3,10, 14, 15 y 32), se observo que sus valores de area cromatografica aumentaron
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Figura 5.11. Cromatograma caracteristico para el analisis de compuestos volatiles en

una muestra de queso C a 180 dias de maduracion. Los nimeros indican los picos

seleccionados para su analisis.
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Tabla 5.9. Valores de tiempos de retencion (tr), indices de Kovats (IK) y resultados

de ANOVA de los compuestos volatiles en queso Reggianito.

oo Whromedo e Condicinde Temode  yyirp
1 1.795 615 NS NS NS
2 1.874 660 NS NS NS
3 1.914 683 NS * NS
4 2.059 750 NS NS NS
5 2.170 798 * NS NS
6 2.237 810 NS NS NS
7 2.293 819 NS NS NS
8 2.358 829 NS NS NS
9 2.461 845 NS NS NS
10 2.522 855 * * NS
11 2.618 870 NS NS NS

12a 2.712 885
12b 2.745 891 NS NS NS
13 2.842 903 NS NS NS
14a 2.922 908 . . NS
14b 2.967 912

15 3.340 938 * * NS
16 3.774 968 * NS NS
17 3.843 973 * * NS
18 4.054 088 NS NS NS
19 4318 1003 NS NS NS
20 4471 1007 NS NS NS
21 4715 1015 NS NS NS

Las ultimas tres columnas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores
analizados.

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).

Los picos 12a - 12b y 14a - 14b en algunos cromatogramas se resolvieron adecuadamente y en otros
coeluyeron. El analisis estadistico se realiz6 a partir de sus areas sumadas, mientras que los valores
de IK se calcularon a partir de los tg promedio en los casos en que los picos tuvieron resolucion
adecuada.
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Tabla 5.9. (cont.). Valores de tiempos de retencion (tr), indices de Kovats (IK) y

resultados de ANOVA de los compuestos volatiles en queso Reggianito.

Pleo RO IK wracion  madutacign  teraceidn
22 4.904 1021 NS NS NS
23 5.081 1026 * NS NS
24 5.755 1047 NS NS NS
25 5.989 1054 * NS NS
26 6.250 1062 NS NS NS
27 7.542 1101 * NS NS
28 7.997 1109 * NS NS
29 8.312 1115 * NS NS
30 10.912 1161 * NS NS
31 11.374 1169 * NS NS
32 13.745 1215 * * *
33 14.622 1237 * NS NS
34 14.954 1245 * * NS
35 15.313 1254 * NS NS
36 16.264 1277 * * NS
37 18.100 1330 * NS NS
38 18.702 1350 * NS NS
39 20.482 1409 NS NS NS
40 21.564 1451 NS * NS
41 23.557 1531 * NS *
42 24.499 1572 NS NS NS
43 25.865 1634 NS NS *
44 28.019 1738 NS NS NS
45 29.749 1830 NS NS NS
46 30.817 1893 NS NS NS

Las tltimas tres columnas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores
analizados.
*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).

153



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Capitulo 5 - Resultados y discusion

con el tiempo de almacenamiento, mientras que en otros (picos 17, 34, 36 y 40) la
tendencia fue la opuesta. Debido a la diversidad de vias metabdlicas responsables de
la formacion de compuestos volatiles durante la maduracién de quesos, existen
familias de compuestos que tienen tendencia a aumentar su concentracion durante
toda la maduracién, mientras que otras, por ser a su vez sustratos de reacciones
posteriores, pueden presentar una tendencia a disminuir en las etapas finales de la
maduracion. Asi por ejemplo, Delgado y col. (2011) observaron que durante la
maduracion de queso Ibores, la cantidad asociada a algunos grupos de compuestos
aument6 durante los primeros 60 dias de maduracion y disminuy6 durante los
siguientes 30 dias, particularmente en el caso de algunas cetonas. Este también suele
ser el comportamiento habitual de los aldehidos, comuinmente considerados
compuestos transitorios en la maduracion de quesos, ya que una vez producidos son
transformados por reduccion u oxidacion a alcoholes o 4cidos, respectivamente (Le

Quéré, 2011).

Con respecto a la combinacidon temperatura-tiempo, se observo para el caso
de 14 picos que los quesos control tuvieron mayores valores de area que los quesos
experimentales, mientras que en otros 7 picos se observaron mayores valores en
quesos experimentales. En el caso de los 7 picos en los que se constaté que ambos
factores (tiempo de maduracién y combinacion temperatura-tiempo) tuvieron efecto
significativo, se observd en general un comportamiento similar. Esto es, cuando las
areas aumentaron con el tiempo de maduracidn en los quesos control, este

comportamiento también fue observado en los quesos experimentales.
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Andlogamente, cuando se observo una disminucion de las areas cromatograficas de
algunos picos con el tiempo de maduracion, tal comportamiento fue observado tanto
para los quesos control como para los experimentales. Estos resultados indicarian
que los aumentos de la temperatura de almacenamiento propuestos no alteran las
rutas quimicas de formacion/desaparicion de los compuestos volatiles durante la

maduracion de queso Reggianito pero si modifican sus concentraciones.

A partir de los 61 dias de maduracion, no se observd la aparicién o
desaparicion de picos cromatograficos para las combinaciones temperatura-tiempo
estudiadas. Asi, los cambios que se observaron en el perfil de compuestos volatiles se
debieron a incrementos o disminuciones en la concentracion de los distintos
compuestos individuales presentes. Ademas, se observd que el area total en el
comienzo del almacenamiento (dia 0) era notablemente menor que el area total
cuantificada desde 61 dias de maduracion en adelante. Particularmente, los picos 15,
27, 28, 30, 32, 40, 43 y 45 no fueron detectados al comienzo de la maduracion,
siendo algunos de ellos los que presentaron las mayores areas en muestras
correspondientes a 61 dias en adelante. Esto indicaria que en los primeros 2 meses de
almacenamiento es el momento en que ocurren la mayoria de los cambios que

definen el perfil de compuestos volatiles caracteristico de queso Reggianito.

Desde los 2 meses de maduracion en adelante, no se observaron diferencias

significativas en los valores de éarea total de las distintas muestras de queso con

respecto al tiempo de maduracién y a la combinacion temperatura-tiempo, lo cual
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sugiere que la concentracion total de compuestos volatiles presentes en el queso no
experimentd cambios durante los ultimos 4 meses de almacenamiento. Ademas, no
se observaron diferencias entre los distintos cromatogramas obtenidos, por lo que se
podria afirmar que la aplicacion de una temperatura elevada al comienzo de la
maduracion no alter6 el perfil de compuestos volatiles caracteristico de queso

Reggianito.

5.5.2. Identificacion de compuestos a partir de los datos obtenidos de los

cromatogramas

Entre las herramientas analiticas que suelen ser usadas para la identificacion

de compuestos volatiles analizados por cromatografia gaseosa se encuentran:

o El uso de la espectrometria de masas que permite la comparacion de los
espectros de masas correspondientes a los compuestos que eluyen en los
distintos picos cromatograficos con espectros de masas disponibles en bases
de datos. Dada la alta especificidad de dichos espectros, los cuales funcionan
como una huella digital del compuesto, si es posible superponer dos espectros

similares, es muy probable que se identifique un compuesto.

o La comparacion del tiempo de retencion de un pico correspondiente a un

compuesto incognita con el tiempo de retenciébn de un compuesto puro

analizado en las mismas condiciones cromatograficas y que se supone esta
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presente en la muestra. Si los tiempos de retencion resultan similares, es

posible identificar el compuesto.

La comparacion del IK calculado con el IK de compuestos puros. Si el IK
calculado para un pico incégnita es similar al IK de un compuesto ya
tabulado, hay mayor probabilidad de que se identifique el compuesto.
Ademés, como sugieren Bianchi y col. (2007), se deberian obtener
diferencias en los valores de IK de alrededor de 100 unidades para
compuestos andlogos que solo difieren en un 4tomo de carbono en el largo de
su cadena, diferencias en los valores de IK de alrededor de 200 cuando
difieren en dos 4tomos de carbono, etc. Asi por ejemplo, se espera que el
compuesto 1-butanol tenga un IK mayor en 100 unidades que el 1-pentanol o
que el compuesto acido hexanoico tenga un IK mayor en 200 unidades que el
correspondiente al acido butirico, lo cual proporciona una ayuda adicional
para estimar en qué parte de un cromatograma deberian encontrarse ciertos

compuestos de interés.

La comparacion de los compuestos volatiles identificados en trabajos
anteriores en variedades de quesos similares a la que se esta estudiando ayuda
a identificar aquellos compuestos que son mas frecuentes e importantes, asi
como la cantidad relativa en la que se encuentran y cualquier otra

informacion adicional que pueda obtenerse.
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Es importante destacar que la informacion que se obtiene a partir de todos
estos elementos de prueba es complementaria y ayuda a la identificacion, pero que el
analisis de los compuestos volatiles mediante la combinacion de las técnicas de
cromatografia gaseosa con la deteccion por espectrometria de masas es actualmente
considerada esencial para lograr una caracterizacion quimica de los compuestos
volatiles presentes en alimentos, en especial aquellos en los que estan presentes

formando mezclas complejas (Le Quére, 2004).

En el presente estudio, algunos compuestos pudieron ser identificados usando
la informacién disponible. A partir de los valores de los tiempos de retencion (tg) de
los picos que se detectaron en los cromatogramas correspondientes a las muestras de
queso y de los tg de la mezcla de alcanos analizada en las mismas condiciones
cromatograficas (Tabla 5.10), se determinaron los valores correspondientes a los
indices de retencion lineal o indices de Kovats. En la Tabla 5.9., se muestran los

valores de IK obtenidos para los 48 picos cromatograficos analizados.

Se pudo identificar al etanol como el compuesto correspondiente al pico 15,
con un tg promedio de 3.34 min y un valor de IK de 938. Para ello se tuvo en cuenta
que el etanol puro analizado bajo las mismas condiciones cromatograficas eluy6 a
3.375 min, que Bianchi y col. (2007) informan un valor de IK de 932 para este
compuesto y ademas que a partir de los 61 dias de maduracion este pico fue el de

mayor area en todos los cromatogramas, lo cual es coincidente con lo informado por
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Wolf'y col. (2010), quienes identificaron al etanol como uno de los tres compuestos

volatiles con mayor area relativa en muestras de queso Reggianito.

Tabla 5.10. Valores de tiempos de retencion (tr) de la mezcla de alcanos usados en

los célculos del IK de los comppuestos volatiles.

Compuesto Numero de atomos tl.;
de carbono (min)
n-hexano Co6 1.769
n-heptano C7 1.943
n-octano C8 2.176
n-nonano Cc9 2.803
n-decano C10 4.228
n-undecano Cl1 7.471
n-dodecano Ci12 13.149
n-tridecano C13 17.178
n-tetradecano Cl14 20.246
n-pentadecano C15 22.837
n-hexadecano Cl6 25.146
n-heptadecano C17 27.264
n-octadecano C18 29.237
n-nondecano C19 30.943
n-eicosano C20 32.410

De igual manera, se propone que el pico 40 que eluye a un tg promedio de
21.564 min y tiene un IK de 1451 corresponde al acido acético (C2:0) y que el pico
43 que eluye a un tg promedio de 25.865 min y tiene un valor de IK de 1634
corresponde a acido butirico (C4:0). Dichas observaciones se proponen teniendo en

cuenta que a partir de los 61 dias de maduracidn, estos picos estan dentro de los tres
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mas importantes (de mayor area) en todos los cromatogramas analizados, lo cual
coincide con lo reportado por Wolf'y col. (2010), quienes trabajando con muestras de
queso Reggianito informaron a ambos como dos de los tres compuestos volatiles con
mayor area relativa. Ademas, Ziino y col. (2005) informaron para estos compuestos
valores de IK de 1461 (acido acético) e IK de 1635 (acido butirico), los cuales son

muy similares a los obtenidos en este estudio.

Similarmente se propone que el pico 45 que eluye a un tg de 29.749 min y
tiene un IK de 1830 corresponde al &cido caproico (C6:0). Como respaldo de la
afirmacién con respecto a los acidos grasos C2:0, C4:0 y C6:0, de acuerdo con la
expresion de calculo de los IK, se espera que compuestos similares quimicamente
que solo difieren en cuanto al nimero de 4tomos de carbono tengan una diferencia de
aproximadamente 100 unidades en el valor de IK por cada atomo de carbono que se
agrega a la cadena. Asi, se observd un AIK cercano a 200 unidades entre los picos
propuestos como C6:0 y C4:0, al igual que al comparar los IK de C4:0 y C2:0 (Tabla

5.9).

Es importante mencionar que, si bien la obtencion de indices de Kovéts para
compuestos volatiles presentes en los quesos analizados empleando la combinacion
SPME-GC y utilizando el detector FID no posibilita por si misma la identificacion de
los compuestos resueltos en el cromatograma, constituye una herramienta que

proporciona informaciéon muy confiable de manera sencilla y que puede ser de gran
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ayuda para complementar estudios de la fraccion volatil de muestras de queso

Reggianito por SPME-GC usando un espectrémetro de masas como detector.

5.6. Analisis sensorial

En la Tabla 5.11., se muestran los valores promedio para los 10 atributos
sensoriales estudiados segin los diferentes tratamientos aplicados durante la
maduracion de queso Reggianito. En el Anexo (Tabla A.16.), se muestran los valores

de las determinaciones individuales.

Los puntajes de los atributos para quesos madurados a 12°C durante 180 dias
son similares a aquellos obtenidos en otros trabajos para quesos Reggianito
madurados bajo las mismas condiciones (Candioti y col., 2002; Sihufe y col., 2010b).
Del analisis de la evolucion de los 10 atributos sensoriales evaluados para los quesos
control desde 61 dias hasta 180 dias de maduracion, puede concluirse que los
atributos flavor genuino y gusto salado son los que mdas cambian y son
fundamentalmente los responsables de la diferencia que hay entre un queso

Reggianito maduro con 180 dias de almacenamiento y uno inmaduro de 61 dias.

El aumento en los atributos de flavor genuino y gusto salado con el tiempo de
maduracion puede ser explicado considerando algunos de los diferentes eventos que
ocurren durante la maduracion de quesos. Como es sabido, durante la maduracion

ocurren numerosas vias bioquimicas como por ejemplo el catabolismo del citrato y el
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la maduracion de queso Reggianito.

Queso Tle}npo Aroma Color Aspecto de la Corte granular  Fracturabilidad
(dias) masa

C 61 43 +0.1%® 5.1+0.1% 8.1+0.0 7.8 +0.2% 8.6 + 0.0

124 4.0+ 0.4° 44+03° 8.1+0.0 8.0+0.1% 8.8+0.1°

180 4.1+02% 5.3 +0.2% 8.1+0.0 7.5+ 0.3%® 8.6+ 0.0

E, 61 5.1 +0.9% 5.5+0.2° 8.0+0.1 7.6+0.1%® 8.6 & (0.2°¢d¢

124 47 +14% 4.8+ 0.7% 8.0+0.0 8.1+0.1% 8.8 + 0.0%

180 52+ 1.0% 4.8 +0.2% 7.9+0.2 7.5+0.2% 8.6 + 0.0™

E, 61 5.5+0.5% 54+0.1% 8.0+0.1 7.8+ 0.2 8.6+0.2%

124 5.4+ 0.7 53+0.1% 8.0+0.1 8.3+0.1¢ 8.8 + 0.0°%

180 57+0.1° 4.9 +0.1% 7.9+0.0 7.3 £0.3° 8.4+0.1%
Condicion de maduracion * NS NS NS NS
Tiempo de maduraciéon NS * NS * *
Interaccion NS NS NS NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.

. Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05).
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Tabla 5.11. (cont.). Valores promedio y desviaciones estandar de los atributos sensoriales determinados durante

la maduracion de queso Reggianito.

Queso 'l;lgl}:sl;o Se;:"i‘::;ﬁ al Flavor genuino Flavor residual Salado Amargo

C 61 7.6+0.2 4.4+0.4° 27403 4.4 +0.0° 2.4+0.1%

124 7.6+£0.4 5.6 +0.5% 3.3+0.0 4.4 +0.0° 2.6 +0.6%

180 7.8+04 5.7+0.2° 25404 52+0.1% 3.0+ 0.2

E, 61 7.6+0.2 5.1 +0.3% 29+02 46+0.7° 2.8+ 0.0

124 75+02 5.6+ 1.3% 3.4+03 47+0.1% 3.0+ 0.2

180 7.0+ 0.4 6.1 +0.4° 3.2+0.6 54+0.1° 3.1+0.0"

E, 61 7.6+0.2 5.1 +0.5% 3.1+0.1 45+05° 29+0.1%

124 7.5+0.0 59+0.1° 2.7+0.1 5.2+ 0.0" 3.0+0.1%

180 72+0.2 59+0.4° 28+0.5 55+0.2° 32+0.1°
Condicion de maduracion NS NS NS NS *
Tiempo de maduracion NS * NS * NS
Interaccion NS NS NS NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA para los diferentes factores analizados.
¢ Los valores promedios en una misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (P < 0.05).

*: Efecto significativo (P < 0.05). NS: Efecto no significativo (P > 0.05
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lactato, la lipdlisis y la proteodlisis, que contribuyen al desarrollo del flavor en quesos
(McSweeney, 1997). Asi, en estudios previos se inform6 sobre una clara asociacion
entre el desarrollo de aroma y flavor genuino con la produccion de aminoacidos
libres y acidos grasos libres durante la maduracién de queso Reggianito (Sihufe y
col. 2010b). En este sentido, en el presente estudio fue posible observar que el
contenido de aminoacidos totales a 180 dias era aproximadamente el doble que a 61

dias de maduracion.

Con respecto a la evolucion del gusto salado, la difusion de NaCl en quesos
salados por inmersion en salmuera es un proceso lento, en el cual el contenido de sal
aumenta gradualmente en zonas internas y disminuye en las zonas cercanas a la
superficie, hasta que se alcanza una concentracion de sal uniforme (Sihufe y col.,
2007). En este sentido, tanto los contenidos de cloruro medidos como los puntajes
asignados desde el punto de vista sensorial para este atributo pueden ser claramente

relacionadas con dicho comportamiento (Tabla 5.2.).

Sihufe y col. (2010a) estudiaron la influencia que tiene una temperatura de
maduracion elevada (18°C), aplicada durante todo el periodo de maduracion, sobre
las caracteristicas sensoriales de queso Reggianito. Los autores hallaron que la
temperatura de maduracion afectdé de manera significativa todos los atributos
sensoriales. Particularmente, los puntajes para los atributos aspecto de la masa, corte
granular, fracturabilidad y sensacion al paladar en quesos madurados a 18°C

mostraron una clara tendencia a disminuir con el tiempo de maduracidon, mientras
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que aquellos correspondientes a los atributos color, gusto amargo y flavor residual en
quesos madurados a 18°C mostraron una tendencia opuesta. Pese a que los valores
para estos atributos no correspondian a caracteristicas sensoriales atipicas en queso
Reggianito, en general es deseable tener caracteristicas sensoriales que sean, en
lineas generales, similares a las de los quesos control. En este estudio, los puntajes
asignados a los atributos sensoriales de los quesos experimentales madurados durante
61 y 124 dias de maduracion fueron muy similares a aquellos correspondientes a

quesos control completamente maduros (Figura 5.12.).

No se observo efecto significativo (P > 0.05) de la interaccion entre los factores
tiempo de maduracion y combinacion temperatura-tiempo (Tabla 5.11.). El factor
combinacion temperatura-tiempo solo afecté de manera significativa los atributos de
aroma y gusto amargo. Por lo tanto, puede afirmarse que el uso de temperaturas de
maduracion elevadas resulta en una aceleracion suave y moderada en el desarrollo de
las caracteristicas sensoriales de queso Reggianito. Ademas, en el presente trabajo de
Tesis se pudo comprobar que la aplicacién de temperaturas de maduracion elevadas
al inicio de la maduracion produjo como resultado que las concentraciones de las
caseinas mayoritarias disminuyeron, mientras que los niveles de péptidos y
aminodcidos aumentaron a velocidades mayores en quesos experimentales, pero
siguiendo un patréon similar que en quesos control, lo que refuerza la idea de una

aceleracion controlada de la maduracion en queso Reggianito.
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Figura 5.12. Comparacion de los valores medios de los atributos sensoriales de los

quesos C a 180 dias con quesos experimentales a: A) 61 dias; B) 124 dias de

maduracion.
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Mediante PCA, la informacién correspondiente a los anélisis sensoriales de
los quesos fue resumida en un grafico biplot (Figura 5.13.), donde se muestran los
loadings (informacion relacionada con los parametros medidos) y los scores
(informacién referida a las muestras de queso estudiadas) de los primeros 2
componentes principales. Los componentes principales PC1 y PC2 explicaron el
35.8% y 22.2% de la variabilidad total, respectivamente. Teniendo en cuenta que los
valores del PC1 de las muestras se distribuyen de derecha a izquierda (desde 61 a
180 dias de maduracion), se puede afirmar que el primer componente principal se
puede relacionar claramente con el tiempo de maduracién. Por otro lado, no se pudo
encontrar una asociacion clara con algun factor para la distribucion de los scores

correspondientes al PC2.

Los atributos relacionados con la textura del queso (aspecto de la masa, corte
granular, fracturabilidad y sensacion al paladar) caracterizan a los quesos con poco
tiempo de maduracion, probablemente debido a que es durante un estadio temprano
del almacenamiento, donde los quesos sufren los mayores cambios (Figura 5.13.). De
manera similar, los atributos relacionados con el flavor del queso (aroma, flavor
genuino, gusto salado y gusto amargo) correlacionaron mejor con las muestras de
quesos con mayor tiempo de almacenamiento, segiin puede observarse claramente en
el biplot (Figura 5.13.). Finalmente, teniendo en cuenta la posicion relativa de las
muestras a lo largo del eje correspondiente al PC1, se puede llegar a inferir que los
quesos experimentales a 61 y 124 dias de maduracion tuvieron un tiempo de

maduracion equivalente al de los quesos control a 180 dias de maduracion.
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Figura 5.13. Grafico biplot correspondiente al PCA de los datos de la evaluacion
sensorial de los quesos estudiados. Los niumeros indican los dias de maduracion de

las muestras.

5.7. Analisis de Componentes Principales

Con el objetivo de determinar el tiempo Optimo de maduracién, asi como la
combinacion temperatura-tiempo que resulte mas adecuada teniendo en cuenta toda
la informacién disponible, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA).
En este analisis se consideraron dos factores, el tiempo de maduracién (61, 124 y 180
dias de maduracion) y la combinacién temperatura-tiempo bajo la cual fueron

madurados (quesos C, E; y E;). Se tuvieron en cuenta un total de 101 variables
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provenientes de los andlisis realizados: IM (%), 5 fracciones del analisis de las
fracciones caseinicas principales por urea-PAGE (IOD relativa), 16 picos
provenientes del andlisis por RP-HPLC de la fraccion soluble en agua a pH 4.6 (area
de pico/100 g queso), las concentraciones de 14 aminoacidos determinadas mediante
RP-HPLC de la fraccion soluble en SSA 2.5% (mg AAL/100 g queso), las
concentraciones de 9 acidos grasos libres determinados mediante cromatografia
gaseosa (mg AGL/100 g queso), las areas de 46 picos correspondientes al analisis de
compuestos volatiles mediante cromatografia gaseosa (area de pico/100 g queso) y
los puntajes asignados por el panel a los 10 atributos sensoriales evaluados. Como
resultado, el conjunto de los datos consistié en una matriz de 18 muestras de queso y
101 parametros medidos sobre dichas muestras. Dado que las variables analizadas
difieren en magnitud, se realiz6 el PCA basado en una matriz de correlacion (Coker y

col., 2005).

En la Figura 5.14., se presenta una grafica bidimensional o biplot de los 2
primeros componentes principales, los cuales resultaron responsables del 56.4% de la
variabilidad total observada. El PC1 (38.6% VAR) se relaciond claramente con el
tiempo de maduracidn, debido a que las muestras (scores) se distribuyen de izquierda
a derecha a lo largo del eje que representa al primer componente principal. Por otro
lado, el PC2 (17.8% VAR) separé a las muestras en el espacio por efecto de las
condiciones de maduracion de los quesos, ya que se observd una separacion en
distintas zonas del eje de abscisas para scores correspondientes a los distintos

tratamientos evaluados para almacenar los quesos (Figura 5.14.). A fin de
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profundizar la informacion que proporciona el biplot y para hacer mas clara la
observacion acerca de las asociaciones o vinculos que existen entre los parametros
medidos para el seguimiento de las vias bioquimicas durante la maduracion de queso
Reggianito y aquellos atributos sensoriales que lo caracterizan, se procedid a analizar

por separado la informacion global previamente resumida en la Figura 5.14.

En la Figura 5.15., se muestra la distribucion de los loadings correspondientes

a las técnicas de seguimiento de la proteolisis, ademas de los correspondientes a los
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Figura 5.14. Grafico biplot correspondiente al PCA de los datos de proteolisis,
lipdlisis, andlisis de compuestos volatiles y analisis sensorial de los quesos

estudiados. Los nameros indican los dias de maduracion de las muestras.
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atributos sensoriales evaluados. Puede observarse como los distintos parametros
medidos se separan a lo largo del eje correspondiente al PC1 en funcién del
comportamiento que han tenido durante la maduracién. Asi, puede observarse que
aquellos atributos sensoriales que se relacionan con la textura del queso
(fracturabilidad, corte granular, sensaciéon al paladar y aspecto de la masa) se
vinculan claramente con la degradacion de las fracciones de caseinas mas
importantes evaluadas por urea-PAGE (o0s;-, as;-I- y P-caseina) que ocurre
fundamentalmente en estadios tempranos de la maduracion (Figura 5.15.). Dicha
observacion resalta el papel fundamental que se atribuye a la degradacion de las

caseinas mayoritarias para el desarrollo de la textura de queso maduro.

La tendencia a crecer a medida que avanza la maduracion que se observo para
las fracciones F3 y y-caseina, para la mayoria de los picos analizados por RP-HPLC
y para todos los AAL se ve claramente reflejada en el hecho de que los loadings
correspondientes a estos parametros estén todos ubicados en el lado derecho de la
grafica del biplot (Figura 5.15.). Ademas, se destaca la asociacion existente entre
todos estos parametros (que permiten hacer un seguimiento de la proteolisis
secundaria) y la evolucion del atributo flavor genuino, ya mencionado como una de
las caracteristicas sensoriales que mejor permite diferenciar un queso Reggianito
inmaduro de uno maduro. Resulta de particular interés la asociacion entre el atributo
amargo y algunos picos cromatograficos observados en la zona final de los
cromatogramas obtenidos por RP-HPLC (picos con caracteristicas hidrofobicas).

Esto no sorprende ya que es conocida la relacion entre péptidos hidrofobicos y el
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desarrollo de sabor amargo en quesos (Engel y col., 2001; McSweeney y Sousa,

2000).

En el caso de los AGL, el escaso o nulo efecto del tiempo de maduracion y de
la combinacidon temperatura-tiempo sobre las concentraciones individuales se vid
reflejada en los pequefios valores para los loadings, con excepcion de C4:0. El acido
butirico, C4:0, aumentd moderadamente durante la maduracion, de acuerdo con el

valor positivo registrado para el PC1 loading (Figura 5.16.).
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Figura 5.15. Grafico biplot (Figura 5.14.) mostrando solamente los datos de
protedlisis y andlisis sensorial de los quesos estudiados. Los nimeros indican los dias

de maduracion de las muestras.
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Figura 5.16. Grafico biplot (Figura 5.14.) mostrando solamente los datos de lipdlisis,
analisis de compuestos volatiles y andlisis sensorial de los quesos estudiados. Los

numeros indican los dias de maduracion de las muestras.

En lo que se refiere a los compuestos volatiles, se observo una distribucion de
los loadings en todas las direcciones, lo cual puede atribuirse a los diferentes
comportamientos observados para los distintos picos evaluados. Para aquellos picos
donde el factor con mayor peso estadistico fue la combinacion temperatura-tiempo,
se observaron valores de PC1 loadings cercanos a cero. Por otro lado, para aquellos
picos donde las areas fueron mayores en quesos experimentales que en quesos

control, se ubicaron en la mitad superior del biplot, mientras que en aquellos en los
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que las areas fueron mayores en los quesos C se ubicaron en la mitad inferior del
biplot (Figura 5.16.). De igual manera, los picos cromatograficos ubicados en el lado
izquierdo de la grafica mostraron una tendencia a disminuir con el tiempo de
maduracion y representan a aquellos que caracterizan un queso con menor tiempo de
almacenamiento, siendo anédlogo el razonamiento para aquellos picos con valores de
PC1 loadings positivo (a la derecha del biplot) y las muestras que representan a los

quesos con mayor tiempo de maduracion (Figura 5.16.).

Finalmente, la distribucion de los scores a lo largo del PC1 permitié observar
que las muestras de los quesos E; con 61 dias de maduracion eran equivalentes a los
quesos C con 124 dias de maduracion; y que aquellas muestras de los quesos
experimentales (principalmente los E;) madurados durante 124 dias fueron
equivalentes a los quesos C con 180 dias de maduracion. Dado que los quesos C con
6 meses de maduracion constituyen el nivel 6ptimo de maduracion a alcanzar para
queso Reggianito (tiempo y temperatura de almacenamiento habituales en la
industria), es posible afirmar que las estrategias de aceleracion de la maduracion por
aumento de la temperatura durante los periodos iniciales de almacenamiento
propuestas permitieron lograr una reduccién de aproximadamente 2 meses en el
periodo total almacenamiento de los quesos. Ademas, la estrategia correspondiente a
los quesos E, aparece como la que resulta mas efectiva en este aspecto. Asi, teniendo
en cuenta una gran cantidad de informacién que abarca las diversas areas
involucradas en la bioquimica de la maduracion, complementada con las

caracteristicas sensoriales de este queso, se podria afirmar que un aumento en la
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temperatura de maduracion a 20°C durante el primer mes y luego completando el
almacenamiento a 12°C permite obtener a los 4 meses, quesos de caracteristicas
similares al Reggianito madurado durante 6 meses a la temperatura convencional, sin

que se detecte ademas la aparicion de caracteristicas no habituales y/o indeseables.
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Se evaluo6 el efecto del uso de temperaturas elevadas durante el inicio de la
maduracion de queso Reggianito sobre los parametros fisicoquimicos,
microbioldgicos, sensoriales y sobre los principales eventos bioquimicos (protedlisis,
lipolisis y formacion de compuestos volatiles) que caracterizan a este tradicional
queso duro Argentino. Las diferentes metodologias analiticas usadas permitieron
establecer las caracteristicas asociadas al desarrollo de la textura, flavor y calidad
general de un queso Reggianito maduro, ademas de evaluar de qué manera se ven
afectadas debido a la aplicacion de una variante tecnologica como el aumento de la
temperatura de almacenamiento de los quesos durante periodos de tiempo breves y al

comienzo de la maduracion.

Los parametros contenido de humedad y contenido de sal mostraron un
comportamiento caracteristico de quesos que han sido salados por inmersion y
madurados sin envoltura. Esto es, mientras el contenido de humedad disminuyd, el
de contenido de cloruro aument6 durante el almacenamiento de los quesos y para
todos los tratamientos evaluados, resultando en ambos casos muy similares para
todos los quesos hacia el final del periodo de maduracion. Es importante destacar que
no se observaron diferencias significativas en ningin momento de la maduracién

entre los valores de humedad de los quesos E; y E; respecto del observado para los
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quesos control a 180 dias.

Los valores correspondientes al IM en los quesos experimentales fueron
significativamente afectados por la combinacion temperatura-tiempo y por el tiempo
de maduracion, lo cual se reflejo en un incremento en los niveles de proteolisis
debido a ambos factores. A 4 meses de maduracion, los quesos experimentales
mostraron un nivel de nitrégeno soluble (péptidos pequeios y medianos,
aminoacidos y productos de degradacion) que result6é similar al de un queso control

madurado durante 6 meses.

Desde el punto de vista microbioldgico, se realizaron estudios para observar
la evolucién de microorganismos termofilos (componentes principales del fermento
natural de suero) y mesoéfilos (los cuales permiten hacer inferencias sobre la
presencia de cepas NSLAB durante la maduracion). En el caso de los termofilos, se
observaron recuentos cercanos a 10°-10’ UFC/g queso inmediatamente después de la
etapa de salado y luego hubo una disminucion drastica de estas poblaciones y los
recuentos resultaron practicamente nulos. Por otra parte, los recuentos a 30°C no
mostraron un incremento en las poblaciones de microorganismos mesofilos debido al
aumento inicial de temperatura de maduracion de los quesos, lo cual se podria

asociar con cambios limitados y controlados en el crecimiento de NSLAB.

A través del analisis de urea-PAGE se identificaron y cuantificaron 5

fracciones caseinicas (os;-, agi-I-, B- y y-caseina y F3). Se observo una disminucion
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en las fracciones mayoritarias (os;- y -caseina) con el tiempo de almacenamiento de
los quesos, especialmente durante los primeros 4 meses. La disminucion de la ag;-
caseina fue acompanada durante los primeros 2 meses de un incremento de las
fracciones agj-I-caseina y F3 y se observo una mayor hidrolisis en los quesos
experimentales que en los quesos control (siendo en el caso de los quesos E; a los 2
meses similar a la observada en los quesos C a 6 meses). Por otra parte, la
disminucién de la B-caseina se observd principalmente en los primeros 61 dias y

resultd en un importante aumento en las y-caseinas.

Utilizando la técnica de RP-HPLC, se analiz6 la fraccion soluble en agua a
pH 4.6 y se seleccionaron 16 picos cromatograficos, los cuales representaron
alrededor de un 90% del area bajo la curva de los cromatogramas. Se obtuvieron
perfiles cromatograficos similares para todas las muestras analizadas, observandose
solo algunas diferencias en la altura de los picos, lo cual estaria indicando que las
variantes tecnoldgicas propuestas afectaron fundamentalmente la velocidad de la

protedlisis, pero no la forma en la que ésta se lleva a cabo.

Mediante el uso de RP-HPLC de la fraccion soluble en acido sulfosalicilico
2.5%, se determinaron las concentraciones de 14 aminoacidos libres en todas las
muestras analizadas. Los aminoacidos Glu, Lys, Leu, Val e lle fueron los que
estuvieron presentes en mayor concentracion en todas las muestras de quesos,
representando en conjunto alrededor del 60% de la concentracion total. El tiempo de

maduracioén y la combinacién temperatura-tiempo afectaron significativamente las
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concentraciones de todos los aminoacidos estudiados, a excepcion de Gln y Lys que
no resultaron afectados por la combinacidon temperatura-tiempo. En lo que respecta al
contenido total de AAL, se observd que entre 2 y 4 meses de maduracion, los quesos
experimentales exhibieron niveles similares a los de quesos control con 2 meses mas
de maduracion. Resulta de particular importancia destacar que, si bien las
condiciones de maduracion propuestas afectaron significativamente la concentracion
de la gran mayoria de los aminoacidos cuantificados, las mismas no provocaron
diferencias de consideracion en los perfiles de distribucion caracteristicos observados

para todas las muestras analizadas.

Los acidos grasos libres cuantificados por cromatografia gaseosa que
estuvieron presentes en mayor proporcion fueron C16:0, C18:1, C18:0 y C14:0,
representando en conjunto alrededor del 80% del total de AGL en todas las muestras
analizadas. La mayoria de ellos, excepto el C4:0, no mostraron diferencias
significativas en sus concentraciones debido a los tratamientos evaluados. Por otro
lado, el nivel de AGL total observado al final del periodo de maduracion para los
quesos control fue de aproximadamente 1100 mg/kg queso y resultd similar al
observado para los quesos experimentales madurados durante 6 meses. Las
combinaciones temperatura-tiempo propuestas no modificaron los perfiles tipicos de
AGL, ya que se observaron perfiles de distribucion similares para todos los AGL

identificados y en todas las muestras analizadas.
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En el anélisis de compuestos volatiles, se seleccionaron un total de 46 picos
cromatograficos que representaron aproximadamente el 90% del area total en cada
cromatograma obtenido y que estuvieron presentes en todas las muestras de queso a
partir de los 61 dias de maduracion. Al cuantificar los valores de las areas de dichos
picos, la mitad de ellos no resultd significativamente afectada por ninguno de los
factores analizados (tiempo de maduracién y combinacion temperatura-tiempo),
mientras que s6lo en 7 picos resultaron significativos ambos factores

simultaneamente.

Los mayores cambios en los perfiles de compuestos volatiles evaluados se
observaron al comienzo del almacenamiento de los quesos, ya que a partir de 61 dias,
los cambios observados se debieron a incrementos o disminuciones en la
concentracion de los distintos compuestos individuales presentes, pero no a la
aparicion y/o desaparicion de picos. En este sentido, el area cromatografica total
observada para el dia 0 resultdé notablemente menor que la observada desde los 61
dias de maduracion en adelante, siendo ademas los cromatogramas correspondientes
a todas las muestras analizadas muy similares. Asi, la aplicacién de una temperatura
de maduracion elevada al comienzo de la maduracion no alteré el nimero de

compuestos volatiles, pero si modificé la cantidad de algunos de ellos.

Teniendo en cuenta los tg de los picos cromatograficos que se detectaron en

todos los cromatogramas y los tg de una mezcla de alcanos analizada en las mismas

condiciones cromatograficas, se calcularon los IK correspondientes. A partir de
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dichos valores de IK complementados con observaciones realizadas por otros autores
trabajando en condiciones similares y con muestras de queso Reggianito, fue posible
vincular algunos de los picos cromatograficos con compuestos volatiles de interés.
Asi, se identificd la presencia de etanol (pico 15), acido acético (pico 40), acido
butirico (pico 43) y acido caproico (pico 45), los cuales parecen tener activa
participacion en los perfiles de compuestos volatiles obtenidos para todas las
muestras y, por ende, en el desarrollo de algunas caracteristicas organolépticas

tipicas de queso Reggianito.

Del analisis de la evolucion de los 10 atributos sensoriales evaluados para los
quesos control desde 61 dias hasta 180 dias de maduracion, se observd que los
atributos flavor genuino y gusto salado fueron los que mas cambiaron durante el
almacenamiento de los quesos. Teniendo en cuenta que el factor combinacion
temperatura-tiempo solo afecté de manera significativa los atributos aroma y gusto
amargo, es posible afirmar que el uso de temperaturas de maduracion elevadas
resultd en una aceleracion suave y moderada en el desarrollo de las caracteristicas

sensoriales de queso Reggianito.

En lineas generales, se observd que los puntajes asignados a los atributos
sensoriales de los quesos experimentales madurados durante 61 y 124 dias de
maduracion fueron muy similares a aquellos correspondientes a quesos control
completamente maduros. Dicha observacion fue reforzada teniendo en cuenta la

informacion obtenida mediante el Andlisis de Componentes Principales, a través de
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la cual fue posible concluir que los quesos experimentales con 2 y 4 meses de
maduracion tuvieron un tiempo de maduracion equivalente al de los quesos control

madurados durante 6 meses.

Se realiz6 un Analisis de Componentes Principales usando la informacion
proveniente de todas las metodologias de analisis para el seguimiento de los eventos
mas importantes que ocurren durante la maduracion de queso Reggianito.
Claramente, el PC1 (38.6% VAR) se asocié con el factor tiempo de maduracion,
mientras que a lo largo del PC2 (17.8% VAR), la separacion de las muestras se debio
a la condicion de maduracion usada. La observacion de los diferentes biplots,
permitid realizar interesantes asociaciones entre los parametros medidos (loadings) y
las muestras analizadas (scores), a medida que transcurre la maduracion. Finalmente,
la distribucidon de las muestras en el grafico bidimensional permitié concluir que los
quesos madurados durante 6 meses a la temperatura convencional (quesos C)
presentaron caracteristicas comparables a las de los quesos experimentales
madurados durante 4 meses (fundamentalmente con los quesos E,). Asi, mediante el
aumento de la temperatura de almacenamiento durante el primer mes, fue posible
disminuir de manera considerable (aproximadamente 2 meses) el periodo total de
maduracion de queso Reggianito, obteniéndose un producto que conserva sus

caracteristicas habituales.
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Tabla A.1. Valores de pH.

Queso T(I;I:SO Repeticion 1 Repeticion 2
5.48 5.52
61
5.61 5.54
5.33 5.39
C 124
5.34 5.38
5.68 5.64
180
5.74 5.72
5.52 5.51
61
5.55 5.67
5.38 541
E, 124
5.42 5.42
5.73 5.77
180
5.75 5.77
5.51 5.67
61
5.57 5.69
5.46 5.44
E, 124
5.47 5.45
5.79 5.83
180
5.83 5.85
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Tabla A.2. Valores de contenido de humedad (g/100 g queso).

Queso T(I;I:SO Repeticion 1 Repeticion 2
38.06 38.00
61
37.84 37.87
36.92 36.69
C 124
36.98 36.84
36.39 35.81
180
36.32 35.87
37.73 37.68
61
37.39 37.86
37.18 36.30
E, 124
36.97 36.51
35.86 35.88
180
35.95 35.67
37.55
37.11
61 37.06
37.08 37.21
E, 36.27 36.41
124
36.16 36.49
36.05 35.93
180
35.85 35.95
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Tabla A.3. Valores de contenido de cloruro (g/100 g queso).

Queso ’l’(i((leiI:S[;o Repeticion 1 Repeticion 2
0.58401 0.52035
61 0.57535 0.52216
0.57290 0.52423
0.87509 0.88792
C 124 0.86689 0.89438
0.87232 0.89448
1.0400 1.0472
180 1.0324 1.0414
1.0332 1.0435
0.59725 0.57673
61 0.60510 0.57265
0.59787 0.57822
0.88376 0.95232
E, 124 0.88820 0.95511
0.88761 0.95327
1.0959 1.0764
180 1.0915 1.0774
1.0895 1.0784
0.71803 0.69862
61 0.71423 0.69219
0.72010 0.68585
0.92202 0.92395
E, 124 0.90683 0.92191
0.91606 0.92548
1.0767 1.0585
180 1.0530 1.0628
1.0564 1.0610
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Tabla A.4. Valores de contenido de proteina total (g/100 g queso).

Queso T(I;I:SO Repeticion 1 Repeticion 2
ol 34.397 33.592
33.830 33.100
33.512 33.433
C 124
33.516 33.612
32.395 32.695
180
32.821 32.735
6l 33.788 34.777
33.873 34.039
33.019 33.351
E, 124
32.881 33.248
33.190 32.673
180
32.950 33.808
34.082 33.633
61 33.021
33.418
33.110
E; 33.367 34.279
124
33.929 33.335
32.559 33.280
180
32.333 32.804
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Tabla A.5. Valores de contenido de proteina soluble (g/100 g queso).

Queso ’l’(i((leiI:S[;o Repeticion 1 Repeticion 2

4.6405 42751

ol 4.1595 42355

5.8820 5.8979

¢ 124 5.3562 6.3202
7.0628 6.4628

180 6.9824 6.5421

B 5.0164 5.0039

4.9526 5.1800

6.7529 6.5542

b 124 6.6564 6.2253
. 7.7862 7.4383

7.6699 7.5953

54315 5.9202

ol 5.7946 5.8563

. o 6.7743 7.0227
7.4252 7.0080

. 8.3108 7.8643

8.5806 7.9516

189



Ceruti, Roberto Julio

2013 -

ANexo

Tabla A.6. Recuentos microbiolédgicos a 30°C (Log UFC/g queso).

Queso T(I;I:SO Repeticion 1 Repeticion 2
61 8.64 8.32
C 124 7.57 7.73
180 6.99 7.36
61 8.04 8.00
Eq 124 6.72 6.73
180 5.15 6.45
61 7.68 7.40
E, 124 6.54 6.48
180 6.36 5.78
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Tabla A.7. Valores de o,;-caseina (I0D/100 g queso).

Queso T(lglf:sl;() Repeticion 1 Repeticion 2
0 205.8 309.0
c 61 217.4 208.0
124 150.8 133.8
180 95.1 67.1
0 280.4 144.8
61 110.9 137.0
E,
124 83.0 90.1
180 76.8 70.5
0 376.9 466.1
61 129.3 105.4
| )
124 74.1 59.9
180 58.9 51.3
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Tabla A.8. Valores de o,;-I-caseina (I0D/100 g queso).

Queso T(lglf:sl;() Repeticion 1 Repeticion 2
0 3.6 4.5
c 61 42.0 40.1
124 56.8 50.7
180 42.9 33.0
0 4.5 5.4
61 49.8 60.7
E,
124 514 55.0
180 51.2 36.4
0 8.0 10.0
61 98.3 85.4
| )
124 70.7 70.0
180 60.9 53.1
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Tabla A.9. Valores de B-caseina (I0OD/100 g queso).

Queso T(lglf:sl;() Repeticion 1 Repeticion 2
0 108.9 156.6
c 61 126.8 126.2
124 91.9 83.7
180 59.1 45.5
0 300.7 133.6
61 96.3 119.9
E,
124 69.5 69.7
180 56.4 48.1
0 252.6 305.3
61 198.8 170.4
| )
124 110.3 103.2
180 79.0 69.3
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Tabla A.10. Valores de y-caseina (I0OD/100 g queso).

Queso T(lglf:sl;() Repeticion 1 Repeticion 2
0 3.8 59
c 61 14.7 15.9
124 25.6 254
180 27.5 26.9
0 6.0 5.1
61 19.6 19.1
E,
124 25.0 28.3
180 30.8 28.6
0 4.2 6.2
61 21.9 223
| )
124 29.2 243
180 28.3 30.6
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Tabla A.11. Valores de F3 (I0D/100 g queso).

Queso Tlefnpo Repeticion 1 Repeticion 2
(dias) P P
0 2.1 2.4
c 61 3.9 2.5
124 6.2 5.0
180 8.2 5.4
0 3.7 5.6
61 4.3 34
E,
124 7.5 8.0
180 12.6 8.3
0 3.7 3.6
61 12.2 9.3
E,
124 10.0 7.5
180 11.9 9.2
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Tabla A.12. Valores de area cromatografica (10100 g queso) de los picos obtenidos por RP-HPLC de la FS.

Tiempo
Queso ( diasl; Rep. pl p2 p3 p4 pS po6

61 1 0.58 0.96 0.97 2.10 7.71 18.13
2 0.67 1.14 1.42 2.70 7.74 17.77
1 1.83 1.22 2.10 3.53 14.64 32.26

C 124
2 1.52 1.35 1.99 3.53 13.83 31.12
180 1 2.34 1.77 2.55 4.75 20.27 41.90
2 2.35 1.60 2.52 4.67 19.99 41.08
61 1 1.02 0.83 1.16 2.38 10.38 24.77
2 1.26 0.83 1.99 2.36 12.12 25.18
1 2.12 1.09 2.77 3.95 20.01 38.42

E, 124
2 2.20 1.17 2.45 4.26 18.66 37.65
180 1 2.79 1.42 3.04 4.99 23.30 47.07
2 2.61 1.76 2.95 5.08 22.75 45.76
61 1 1.52 0.88 1.96 3.34 13.66 29.55
2 1.84 0.95 2.12 4.16 15.81 33.24
1 2.01 1.19 2.28 3.95 18.44 35.87

| ) 124
2 2.59 1.26 3.17 4.96 21.58 44.53
180 1 3.35 2.01 2.65 5.38 24.75 51.25
2 3.05 1.73 2.52 5.23 22.84 48.82
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Tabla A.12. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10%/100 g queso) de los picos obtenidos por RP-HPLC de la FS.

Queso ];lggsl))o Rep. p7 p8 p9 p10 pll
61 1 5.76 2.65 1.78 2.51 7.53
2 6.27 2.65 1.86 2.61 7.78
1 10.78 2.56 1.18 3.58 9.09
C 124
2 11.16 3.06 1.16 3.76 9.64
180 1 15.35 2.07 0.97 4.02 9.81
2 14.61 2.24 0.91 4.30 10.38
61 1 8.55 3.05 1.65 2.56 7.08
2 8.71 2.72 1.64 2.97 8.62
1 15.54 3.64 1.34 3.73 9.64
E, 124
2 13.79 2.90 1.34 3.98 10.33
180 1 17.57 3.06 1.12 5.39 12.77
2 17.68 2.73 1.11 4.99 11.85
61 1 9.76 2.72 1.55 3.56 8.44
2 12.09 3.21 1.32 3.23 8.24
1 14.49 2.55 0.94 5.02 11.58
E, 124
2 16.81 3.97 0.98 3.97 10.39
180 1 20.18 4.12 1.06 5.38 12.49
2 18.90 3.83 1.28 5.55 12.86
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Tabla A.12. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10%/100 g queso) de los picos obtenidos por RP-HPLC de la FS.

Queso ];lg;lsl))o Rep. p12 p13 pl4 p15 p16
61 1 5.44 2.94 1.11 1.21 1.77
2 5.76 3.25 1.14 1.36 1.93
1 6.94 3.80 1.32 1.73 2.08
C 124
2 7.35 3.94 1.04 1.44 1.90
180 1 7.01 3.45 1.53 1.85 2.15
2 7.49 3.50 1.23 1.81 2.19
61 1 6.72 3.46 1.02 1.34 1.99
2 7.70 3.37 1.06 1.60 2.16
1 8.54 3.62 1.28 2.11 2.37
E, 124
2 9.03 4.03 1.63 1.72 2.19
180 1 10.63 4.93 1.64 2.13 2.41
2 10.01 4.63 1.38 1.68 2.23
61 1 7.59 4.04 0.93 1.46 1.95
2 8.19 4.85 1.08 1.70 2.24
E 194 1 10.81 5.71 0.99 1.48 1.91
? 2 8.43 4.76 1.62 1.71 2.39
180 1 11.90 6.82 1.72 2.03 2.46
2 12.18 7.05 1.23 1.95 2.26
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Tabla A.13. Valores de concentracion de aminoacidos libres (mg/100 g queso).
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Queso ];lggsl))o Rep. Asp Glu Asn GIn Gly
61 1 45.5 364.6 110.8 124.2 36.1
2 42.1 346.4 106.4 112.8 38.9
1 64.8 471.4 138.2 140.1 58.3
C 124
2 73.2 554.4 162.4 175.0 67.8
180 1 127.3 777.1 213.9 210.0 93.2
2 90.2 574.4 159.2 147.0 72.4
61 1 53.7 396.9 122.5 130.5 43.7
2 49.6 379.8 120.2 126.1 40.6
1 96.4 623.2 182.0 174.2 69.7
E; 124
2 93.5 600.2 174.3 165.7 73.1
180 1 123.9 762.5 212.8 183.0 106.0
2 116.7 712.5 199.1 185.3 88.9
61 1 68.6 536.8 157.9 153.3 68.8
2 51.8 436.8 131.2 140.8 62.3
1 67.3 551.4 157.4 160.2 83.3
E, 124
2 72.7 561.9 161.3 165.1 88.5
180 1 157.4 1008.6 272.7 249.7 151.7
2 144.3 918.1 243.2 204.6 134.9
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Tabla A.13. (cont.). Valores de concentracion de aminoacidos libres (mg/100 g queso).
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Queso ];iggsl))o Rep. Ala Tyr Trp Met Val
61 1 78.5 49.0 16.9 40.5 137.1

2 78.0 42.2 16.4 38.1 129.4

C 124 1 91.2 48.5 36.9 58.5 177.7
2 104.5 71.7 39.3 67.9 208.6

180 1 133.7 93.6 48.7 94.4 292.7

2 99.7 77.6 44.7 71.9 207.2

61 1 78.5 51.0 23.5 45.3 153.6

2 77.0 43.8 20.5 43.8 149.0

E, 194 1 113.2 72.7 40.7 76.6 245.1
2 109.0 69.7 41.3 73.8 231.6

180 1 128.8 93.8 48.5 93.5 290.7

2 119.0 85.7 48.3 87.3 269.8

61 1 116.7 72.3 32.7 71.4 211.5

2 97.0 68.1 30.5 59.3 170.0

E, 194 1 105.5 89.6 48.9 79.1 211.6
2 113.3 78.0 48.7 78.7 220.6

180 1 175.8 163.1 70.4 135.0 407.2

2 169.9 127.2 70.0 128.4 364.1
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Tabla A.13. (cont.). Valores de concentracion de aminoacidos libres (mg/100 g queso).
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Queso ];iggsl))o Rep. Phe Ile Leu Lys Total
1 87.5 89.9 177.6 277.5 1635.4

ol 2 81.6 86.4 170.7 272.4 1561.7

C 124 1 127.5 131.5 217.1 372.6 2134.4
2 149.8 154.6 257.5 436.0 2522.7

180 1 210.1 237.7 347.7 617.2 3497.4

2 155.0 173.2 258.5 426.8 2557.8

61 1 99.5 105.9 192.5 278.2 1775.4

2 93.7 97.6 184.0 257.0 1682.8

E, 124 1 165.5 181.4 284.2 4343 2759.3
2 157.3 166.2 269.8 415.0 2640.5

180 1 200.8 221.1 328.2 536.7 3330.5

2 183.5 210.5 304.4 497.3 3108.2

61 1 177.3 152.8 3253 191.3 2336.6

2 145.4 125.8 263.1 375.9 2157.9

E, 194 1 186.4 169.8 306.8 491.5 2708.7
2 182.2 173.4 305.8 496.1 2746.5

180 1 322.8 325.7 514.5 823.5 4778.3

2 291.2 290.7 471.2 493.6 4051.5
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Queso T(‘gg‘sp)" Rep. C4:0 C6:0 C8:0 C10:0 C12:0
o 1 4.82 1.62 2.07 5.17 7.51
2 2.98 0.97 1.16 278 3.86
1 433 1.36 1.64 3.35 4.90
C 124
2 7.33 2.40 3.04 5.83 8.45
40 1 7.04 2.18 2.02 5.02 6.95
2 5.63 1.84 2.14 4.56 7.63
o 1 4.54 1.45 1.50 3.65 5.20
2 4.45 1.39 1.67 3.13 4.65
1 5.85 1.71 1.56 3.73 4.98
E; 124
2 5.20 0.99 1.32 3.08 4.87
40 1 5.52 0.87 1.03 2.65 3.74
2 5.80 1.47 1.22 2.90 3.95
o 1 4.82 1.32 1.38 2.94 3.87
2 5.29 1.57 1.76 436 6.43
1 6.47 1.90 1.78 4.42 5.73
E, 124
2 6.05 1.78 2.01 479 7.65
180 1 6.98 1.92 1.73 3.92 5.61
2 6.64 1.93 1.78 3.52 4.75
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Tabla A.14. (cont.). Valores de concentracion de acidos grasos libres (mg/100 g queso).

Queso T(‘gg‘sp)" Rep. C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 Total
o 1 23.68 34.81 10.32 27.83 117.83
2 12.16 22.82 5.79 19.79 72.31
1 14.99 27.64 6.47 19.61 84.29
C 124
2 25.17 39.01 9.48 30.79 131.50
40 1 21.91 35.97 8.07 26.40 115.56
2 24.09 32.47 8.56 27.07 113.99
o 1 16.70 28.26 12.39 20.09 93.78
2 14.39 30.28 6.68 23.62 90.26
1 16.45 29.85 5.69 23.99 93.81
E; 124
2 17.09 27.42 4.05 16.54 80.56
40 1 13.10 2731 3.02 14.47 71.71
2 13.07 25.84 3.44 16.56 74.25
o 1 12.59 26.33 4.96 20.78 78.99
2 18.27 29.96 6.70 25.30 99.64
1 16.68 28.65 6.19 21.69 93.51
E, 124
2 25.02 32.99 8.16 33.61 122.06
180 1 17.53 30.77 7.13 28.89 104.48
2 15.17 31.46 6.72 26.23 98.2
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Tabla A.15. Valores de area cromatografica (10%/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Queso "l“(i;l}:llso Rep. vl v2 v3 v4 vS v6
61 1 1.36 1.69 2.38 3.71 1.31 0.88
2 1.90 1.54 1.55 1.47 1.61 1.33
C 124 1 1.42 1.13 2.75 1.37 1.52 0.31
2 1.68 1.23 2.47 1.25 1.68 0.61
180 1 1.45 0.53 3.65 1.26 1.77 0.84
2 1.85 0.84 3.88 1.28 1.36 0.89
61 1 1.22 1.20 1.49 0.81 0.81 0.32
2 1.86 1.11 1.47 1.45 1.08 0.98
E, 124 1 1.82 0.75 2.81 0.67 1.06 0.40
2 2.04 52.77 0 0.97 1.07 0.38
180 1 0.51 111.52 0 1.00 1.12 0.36
2 1.98 1.33 3.21 0.44 1.29 1.04
61 1 1.62 1.39 1.99 1.91 1.25 0.80
2 1.19 1.58 1.54 0.47 0.98 0
E, 124 1 1.76 4.58 2.74 1.18 1.35 0.72
2 2.27 1.65 3.79 1.04 1.25 0.70
180 1 1.82 0.99 3.92 1.04 0.94 1.05
2 1.43 1.25 3.43 1.29 1.56 1.10
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Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo
Queso (dias) Rep. v7 v8 v9 v10 vll vi2a+12b

61 1 26.41 3.29 2.67 3.49 3.00 0.66
2 3.71 1.14 1.24 7.12 0.47 0.86

1
C 124 4.14 1.90 1.58 6.51 0.79 1.02
2 3.21 0.90 1.32 6.94 0.51 0.89
180 1 4.09 1.61 1.48 7.10 1.20 0.76
2 5.13 2.46 1.36 6.33 1.00 1.10
61 1 26.62 3.27 1.51 1.94 0.54 0.81
2 24.52 2.79 2.74 2.22 1.34 0.88

1
E, 124 14.81 3.30 1.42 3.61 0.65 1.32
2 14.22 3.02 1.40 3.96 0.61 1.60
180 1 7.28 1.69 0.84 6.05 0.97 0.91
2 14.49 3.61 1.40 4.25 0.69 1.49
61 1 5.02 1.73 1.19 5.51 1.17 1.00
2 22.75 3.60 1.49 2.71 0.43 1.22

1
E, 124 4.53 2.11 1.27 6.33 0.74 1.02
2 9.46 3.27 1.49 5.86 0.65 1.70
180 1 9.73 2.10 0.93 5.07 0.68 1.31
2 5.20 1.94 1.21 7.45 1.29 1.07
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Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo

Queso (dias) Rep. vl3 vl4a+14b vls vlé6 vl7 v18
61 1 10.68 14.30 17.97 5.54 7.67 0.60
2 3.83 10.88 11.06 0.93 6.34 0.84

1
C 124 3.87 11.24 24.33 1.51 5.81 0.79
2 3.71 10.18 21.47 0.70 5.03 1.10
180 1 4.27 11.78 26.19 1.86 3.95 0.74
2 4.78 14.24 27.96 3.21 3.66 0.63
61 1 11.19 12.88 21.56 7.61 6.28 0.42
2 10.68 14.70 22.86 7.36 5.53 0.58
E 124 1 7.50 13.65 27.39 7.05 3.68 0.10

1
2 7.80 12.91 28.44 6.68 3.12 0.20
180 1 4.83 14.40 31.47 4.15 2.41 0.73
2 7.09 20.22 30.84 8.34 3.72 0.75
61 1 3.99 13.94 25.12 2.46 4.83 0.89
2 9.73 1591 27.90 8.07 4.27 0.25
E 124 1 5.50 13.47 27.78 3.29 3.92 0.65
2

2 5.86 15.05 34.06 5.07 3.03 0.52
180 1 5.42 19.53 35.69 6.01 2.30 1.03
2 4.60 18.52 29.62 3.09 3.17 0.81
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Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo

Queso (dias) Rep. v1l9 v20 v21 v22 v23 v24
61 1 1.33 0.91 0.72 2.23 0.74 1.15
2 2.45 0.92 0.63 6.58 1.33 1.28

1
C 124 2.31 0.27 0.69 6.76 1.20 1.42
2 1.93 0.43 0.54 8.02 1.37 1.19
180 1 2.81 0.30 0.57 6.27 0.96 1.28
2 2.05 1.00 0.64 6.38 0.84 1.37
61 1 0.98 0.49 0.84 3.45 0.90 1.28
2 1.64 0.86 0.71 3.00 0.51 1.21

1
E, 124 1.99 0.76 0.71 4.02 0.43 1.01
2 6.05 0.84 0.63 4.07 0.44 1.06
180 1 2.54 0.58 0.48 541 0.81 0.47
2 2.45 0.14 0.72 5.40 0.36 1.58
61 1 2.02 0.18 0.65 6.36 0.91 1.00
2 1.23 0.20 0.70 3.63 0.52 1.07

1
E, 124 2.28 0.22 0.61 7.08 0.83 1.34
2 2.43 0.64 0.74 6.15 0.56 1.18
180 1 2.44 0.76 0.75 6.61 0.42 1.14
2 2.26 0.30 0.61 6.47 1.11 1.27
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Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo
Queso (dias) Rep. v25 v26 v27 v28 v29 v30
61 1 0.18 3.52 0 0 0.21 0
2 1.27 2.94 3.33 3.10 7.78 2.33
1
C 124 1.02 4.08 2.72 2.80 6.94 2.26
2 1.14 3.98 4.45 4.18 11.25 3.92
180 1 0.91 4.57 4.16 4.24 10.20 2.89
2 0.84 4.65 2.72 2.68 6.30 1.81
61 1 0 3.87 0 0 0 0
2 0.23 4.84 0.10 0.05 0.21 0.08
1
E, 124 0.54 3.42 0.72 0.73 1.12 0.51
2 0.43 3.39 0.74 0.72 1.13 0.32
180 1 0.63 3.75 1.96 1.49 3.79 1.22
2 0.40 4.66 0.93 0.98 1.82 0.73
61 1 1.05 5.41 2.02 1.78 4.44 1.51
2 0.29 3.38 0.06 0 0.29 0
1
E, 124 0.89 3.91 242 2.16 4.36 1.76
2 0.92 3.46 1.42 1.04 2.65 0.55
180 1 0.90 4.26 1.52 1.49 2.40 0.86
2 0.88 4.04 2.68 2.64 6.43 2.02
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Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo

Queso (dias) Rep. v31 v32 v33 v34 v35 v36
61 1 10.50 3.68 0.32 0.70 6.03 36.98
2 8.71 3.71 1.92 1.33 6.64 38.57

1
C 124 10.84 9.72 1.75 1.06 7.19 33.18
2 9.21 10.48 2.93 1.32 7.13 25.83
180 1 9.05 12.40 1.78 0.62 6.22 26.37
2 9.72 12.72 1.72 0.45 6.81 15.70
61 1 14.16 6.95 0.16 0.46 6.03 26.09
2 13.18 7.14 0.23 0.53 5.95 27.30

1
E, 124 13.92 15.04 0.34 0.58 5.67 21.20
2 12.97 12.61 0.19 0.52 5.30 20.96
180 1 11.17 9.95 0.94 0.44 6.56 11.75
2 17.78 12.65 0.40 0.46 5.30 20.94
61 1 14.76 10.70 1.47 0.80 6.28 27.00
2 14.27 10.24 0.15 0.74 6.48 22.06

1
E, 124 15.08 11.83 1.41 0.73 6.22 20.98
2 15.57 13.43 1.01 0.41 6.08 15.08
180 1 14.57 12.88 0.85 0.44 5.48 13.62
2 13.25 10.85 1.31 0.49 6.04 18.03
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Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo
Queso (dias) Rep. v37 v38 v39 v40 v4l
61 1 9.52 2.58 0.39 49.16 1.63
2 10.18 3.46 0.39 67.15 0.81
C 124 1 13.58 6.27 0.29 64.88 3.73
2 7.87 2.51 0.36 52.82 3.68
180 1 9.45 2.14 0.33 64.10 0.61
2 6.68 1.48 0.30 64.48 1.28
61 1 6.66 1.69 0.29 77.35 1.49
2 7.45 2.68 0.32 57.61 2.02
E 124 1 7.50 1.25 0.34 79.58 0.66
1

2 5.99 1.63 0.24 59.08 0.31
130 1 4.70 0 0.56 31.70 1.74
2 6.51 1.20 0.30 41.52 0.65
61 1 10.06 2.80 0.27 81.84 0.99

2 6.19 1.11 0.36 73.60 0

1

E, 124 6.73 1.56 0.29 51.11 0.56
2 4.81 0.70 0.26 48.70 1.23
130 1 3.43 0 0.36 38.17 2.80
2 5.23 1.12 0.22 59.51 2.28

210



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Tabla A.15. (cont.). Valores de 4rea cromatografica (10*/100 g queso) de los picos obtenidos por GC de los compuestos volatiles.

Tiempo
Queso (dias) Rep. v42 v43 v44 v45 v46
61 1 0.27 14.98 0.18 1.70 0.13
2 0.25 21.83 0.16 2.68 0.22
1
C 124 0.21 42.45 0.17 2.31 0.14
2 0.15 36.14 0.17 2.82 0.20
180 1 0.25 59.63 0.23 0.79 0.15
2 0.21 52.07 0.13 3.27 0.20
61 1 0.22 34.72 0.15 2.95 0.11
2 0.35 27.72 0.19 3.15 0.16
1
E, 124 0.28 61.15 0.15 1.21 0.24
2 0.22 45.49 0.15 1.89 0.16
130 1 0.26 24.79 0.15 2.77 0
2 0.27 33.86 0.15 2.60 0.41
61 1 0.35 48.04 0.21 3.30 0.16
2 0.28 32.27 0.15 3.13 0.17
1
E, 124 0.31 41.73 0.18 2.01 0
2 0.29 26.26 0.20 1.74 0.23
130 1 0.64 30.53 0.11 3.39 1.15
2 0.22 50.86 0.10 3.66 0
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Tabla A.16. Valores de los atributos sensoriales. Escala (1-9).

Tiempo Aspecto de Corte -
Queso (dias) Rep. Aroma Color la masa Granular Fracturabilidad
61 1 4.4 5.0 8.1 7.6 8.7
2 4.3 5.2 8.1 8.0 8.6
1 4.5 5.4 8.1 7.5 8.5
C 124
2 5.8 5.7 8.0 7.7 8.8
180 1 5.9 53 7.9 7.6 8.5
2 5.2 5.5 8.1 8.0 8.7
61 1 4.3 4.6 8.1 8.1 8.9
2 3.7 4.2 8.0 8.0 8.8
1 3.7 43 8.0 8.2 8.8
E, 124
2 5.7 53 8.0 8.1 8.8
180 1 5.9 53 7.9 8.3 8.8
2 4.9 5.2 8.0 8.2 8.8
61 1 4.2 5.1 8.1 7.7 8.6
2 4.0 5.5 8.1 7.3 8.6
E 124 1 4.5 4.9 7.7 7.3 8.6
: 2 5.9 47 8.0 7.6 8.6
180 1 5.8 4.9 7.9 7.1 8.5
2 5.7 5.0 8.0 7.5 8.4

212



Ceruti, Roberto Julio -2013 -

Tabla A.16. (cont.). Valores de los atributos sensoriales. Escala (1-9).

Tiempo Sensacion Flavor Flavor
Queso (dias) Rep. al paladar genuino residual Salado Amargo
61 1 7.8 4.7 2.5 4.4 2.5
2 7.5 4.2 2.9 4.5 24
1 7.7 4.8 2.8 5.0 2.8
C 124
2 7.5 53 3.1 4.1 2.8
180 1 7.5 55 3.2 4.2 3.0
2 7.7 4.8 3.1 4.9 2.9
61 1 7.9 5.2 33 4.4 2.1
2 7.4 6.0 33 4.4 3.0
1 7.6 4.7 3.6 4.6 3.1
E, 124
2 7.3 6.6 3.2 4.8 2.9
180 1 7.5 59 2.8 5.2 3.0
2 7.5 5.8 2.6 5.2 2.9
61 1 8.1 59 2.8 52 3.2
2 7.6 5.6 2.2 53 2.8
1 6.6 59 3.6 53 3.1
E, 124
2 7.3 6.4 2.7 54 3.1
180 1 7.3 6.2 3.1 54 3.1
2 7.1 5.7 24 5.6 33
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Abreviaturas

AAL: Aminodcidos libres

AGL: Acidos grasos libres

ANOVA: Anilisis de la varianza
CLA: Conjugados del 4cido linoleico
CV: Coeficiente de variacion

DOP: Denominacion de origen protegida
FID: Detector de ionizacion de llama
FS: Fraccion soluble en agua a pH 4.6
GC: Cromatografia gaseosa

HR: Humedad relativa

IK: indice de Kovats

IM: indice de maduracion

IOD: Densidad 6ptica integrada
LAB: Bacterias 4cido lacticas

LD: Limite de deteccion

LPL: Lipoproteinlipasa

LQ: Limite de cuantificacion

LSD: Analisis de la minima diferencia significativa

NS: Nitrégeno presente en la fraccion soluble en agua a pH 4.6

NSLAB: Bacterias 4cido lacticas no pertenecientes al fermento primario

NT: Nitrogeno total

PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida

PCA: Anilisis de componentes principales
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Abreviaturas

PTA: Acido fosfotingstico

RP-HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
SD: Desviacion estandar

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SLAB: Bacterias acido lacticas pertenecientes al fermento primario
SPME: Microextraccion en fase solida

SSA: Acido 5-sulfosalicilico

TCA: Acido tricloroacético

TEMED: Tetrametiletilendiamina

UFC: Unidades formadoras de colonias
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