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Resumen

La maduracion de los quesos es la etapa mds larga dentro del proceso productivo
general. Mientras que los trabajos de transformacion de la leche en cuajada se miden en
minutos, la maduracién se mide en dias, meses o afios. Por esta razon tiene una gran
incidencia sobre el aspecto econdémico, ya que grandes volimenes de producto estidn
inmovilizados durante largos periodos. El incremento de la protedlisis y peptiddlisis a
través de diversas estrategias tecnoldgicas, ya sea mediante operaciones simples o por la
aplicacion de tecnologias innovadoras, aparece como muy favorable desde el punto de
vista de la aceleracion de la maduracién, y por consiguiente, de la disminucién de los
costos de produccién de un alimento de elevado valor agregado. Lo que se busca es
reducir un tiempo de espera significativo en el costo del producto, sin alterar la
bioquimica de la maduracién. Para aumentar la intensidad de las reacciones de hidrolisis
de las caseinas intactas y de los péptidos provenientes de ellas, se han ensayado diversas
metodologias, entre las que pueden mencionarse la utilizacion de fermentos adjuntos, la
elevacion de la temperatura de almacenamiento de los quesos, y la adicién de enzimas

exdgenas.

El objetivo de este trabajo de tesis fue acelerar la maduraciéon de queso
Reggianito, mediante modificaciones de la tecnologia tradicional, destinadas a
incrementar la protedlisis y peptid6lisis. Las estrategias evaluadas fueron las siguientes:
i) incremento de la actividad de enzimas proteoliticas no microbianas, la enzima
coagulante residual y la plasmina, a través de una modificacién de la temperatura de
coccion en presencia de dos coagulantes diferentes; y ii) aplicacion de la tecnologia de

Altas Presiones Hidrostaticas (APH).

En primer lugar, se evalud la reproducibilidad de dos modelos experimentales de
queso duro de pasta cocida, utilizados posteriormente en las experiencias de la tesis.
Para ello, se trabajé con un conjunto de tinas individuales en el INLAIN, y en una
miniplanta automatizada en el INTA. Mediante la puesta a punto de los modelos
descriptos, fue posible obtener matrices alimentarias reproducibles y comparables a los

sistemas reales. Los pardmetros tecnolégicos de la elaboracion se estandarizaron para



poner de relevancia el efecto de los factores en estudio en las dos estrategias planteadas

en esta tesis.

En la primera experiencia, se estudio la influencia del tipo de coagulante y de la
temperatura de coccidén sobre la protedlisis y la actividad de la enzima coagulante
residual y de la plasmina. Se utilizaron dos temperaturas de coccion diferentes: 50 y
56°C, y dos tipos de coagulantes: quimosina bovina y quimosina de camello, ambas
obtenidas por fermentaciéon de microorganismos modificados genéticamente. Se
elaboraron quesos Reggianito miniatura y las muestras se almacenaron por 90 dias a
12°C. La temperatura de coccién influyd sobre la actividad coagulante residual,
verificindose que los quesos en los cuales la misma fue de 50°C retuvieron una
actividad significativamente mayor que los tratados a 56°C. Por el contrario, la
temperatura de coccién no modificé la actividad de la plasmina. La protedlisis primaria
también result6 afectada por la temperatura de coccion. Se observé que la hidrélisis de
la caseina oy, la cual es mediada principalmente por la quimosina, fue menor en los
quesos cuya temperatura de coccién fue de 56°C. Ademds, el contenido de nitrégeno en
las fracciones solubles resulté menor en los quesos tratados a 56°C que en los tratados a
50°C. Se observé una influencia significativa del tipo de coagulante utilizado,
especialmente en las fracciones nitrogenadas y en los perfiles peptidicos; ambos
indicadores mostraron que la quimosina de camello fue levemente menos proteolitica
que la quimosina bovina. Sin embargo, esas diferencias resultaron menores que las

debidas a la temperatura de coccion.

En la segunda experiencia, se estudié el efecto del tratamiento con APH,
aplicando diferentes combinaciones presion-tiempo de mantenimiento, sobre la
composiciéon quimica, el pH, los recuentos microbioldgicos, la protedlisis, la
peptidodlisis, la actividad de enzimas proteoliticas no microbianas, la textura, los
parametros cromdticos y los atributos sensoriales del queso Reggianito. Para ello, se
elaboraron quesos Reggianito miniatura, a los cuales se les aplicé presiones de 100 y
400 MPa durante 5 y 10 min a 20°C el dia posterior a la elaboracién. Algunos quesos no
fueron tratados con APH, los que se consideraron como controles. Todos los quesos se

maduraron durante 90 dias a 12°C.

El tratamiento con APH no modificé la composicién quimica de los quesos ni el

pH, pero se observaron diferencias significativas en los recuentos microbioldgicos. En



efecto, se verific6 que los quesos tratados a 400 MPa presentaron recuentos de los
microorganismos del fermento inferiores a los de los quesos controles y tratados a 100
MPa. Los quesos tratados a 400 MPa durante 10 min exhibieron una actividad de
plasmina significativamente mayor que el resto, mientras que no se observaron
diferencias debidas al tratamiento con APH en la actividad coagulante residual. El
seguimiento de la protedlisis mostr6é que los quesos tratados a 400 MPa presentaron una
mayor hidrdlisis de las caseinas o5 y P y niveles significativamente mayores de
nitrégeno en las fracciones solubles. Los resultados del andlisis de los perfiles
peptidicos también mostraron una aceleracion de la maduracién atribuible a la
aplicacion de los tratamientos a 400 MPa. Se observé que las muestras tratadas a 400
MPa durante 10 min alcanzaron a los 60 dias de maduracién los mismos niveles de
nitrégeno en las fracciones solubles y aminodcidos libres totales que las muestras
control al final de la maduracion (90 dias). Los tratamientos a 100 MPa,
independientemente del tiempo de mantenimiento de la presion, no provocaron cambios
relevantes en ninguno de los pardmetros evaluados con respecto al control, a excepcion
de un incremento en el nitrégeno soluble en dcido tricloroacético (NS-TCA).

El esfuerzo y la deformacion a la fractura de los quesos tratados a 400 MPa
fueron mayores que en el resto de las muestras al inicio de la maduracion, mientras que
esos quesos presentaron valores inferiores de elasticidad y la cohesividad durante todo
el periodo de almacenamiento. El mantenimiento de los valores de estas propiedades
durante el almacenamiento puede atribuirse a la mayor protedlisis evidenciada en los
quesos tratados a 400 MPa. Los pardmetros cromaticos no resultaron afectados por el
tratamiento con APH. El panel entrenado, en las sesiones de andlisis sensorial, sefialé
que a los 45 dias de maduracion, los quesos tratados a 400 MPa presentaron valores mas
intensos que las demds muestras en los atributos gusto salado y flavour tipico. El efecto
del tiempo de mantenimiento de la presion no fue significativo en los pardmetros de
textura y en los atributos sensoriales evaluados, a excepcion de la elasticidad, en la cual
las muestras tratadas a 400 MPa durante 10 min tuvieron un valor menor que las

tratadas durante 5 min.

Los resultados de la primera experiencia permitieron concluir que una
modificacién sencilla en la tecnologia de elaboraciéon de queso Reggianito, como la
disminucién de la temperatura de coccion, fue eficaz para incrementar la actividad

residual de la enzima coagulante, con la consiguiente aceleracion de la protedlisis y



peptiddlisis en los quesos. El reemplazo de la quimosina bovina por quimosina de

camello, no presentd ventajas en este sentido.

En cuanto a la utilizacién de la tecnologia APH, la segunda experiencia de la
presente tesis proporciond evidencia de que un tratamiento de 400 MPa durante 10 min
fue efectivo para acelerar la maduracion del queso Reggianito a través del incremento
de la protedlisis y la peptiddlisis. Los quesos tratados a la mayor presién mostraron una

aceleracion en el desarrollo de los atributos sensoriales de un queso maduro.



Abstract

Ripening is the longest step of cheese-making understood as a whole process.
While the work of transforming milk into curd is measured in minutes, ripening is
measured in days, months or years. For this reason, it has a great impact on cheese
costs, as large volumes of product are stored for long time. Increased rate of proteolysis
and peptidolysis by different technological approaches has been proposed to shorten
ripening time. Either simple operations or innovative technologies may be applied to
reduce ripening time and storage costs without altering the biochemistry of ripening.
Strategies for acceleration of cheese ripening include adjunct cultures, increased

temperatures in ripening room and the addition of exogenous enzymes.

The objective of this thesis was to accelerate the ripening of Reggianito cheese
by means of modifications in traditional technology aimed at increasing proteolysis and
peptidolysis. Two approaches were undertaken: 1) increasing the activity of the no
microbial proteolytic enzymes usually occurring in the cheese - residual coagulant
enzyme and plasmin - through a modification of the curd scalding temperature in the
presence of two different coagulants; and ii) application of high hydrostatic pressure

(HHP).

First, two experimental models of hard cooked cheese were assessed for
reproducibility and validated, and then applied on the experiences of this thesis. An
ensemble of four parallel cheese vats was used at INLAIN while an automated mini-
cheese making plant was available at INTA. The cheeses obtained were reproducible
and comparable to real Reggianito cheeses. Technological parameters were standardized

to highlight effect of the factors under study by the two approaches proposed.

In the first experience, we studied the influence of the type of coagulant enzyme
and the temperature of curd scalding on the proteolysis and the proteolytic activities of
coagulant and plasmin, in the interest of reducing ripening time of Reggianito cheese.
We tested two scalding temperature: 50 and 56°C, and two type of coagulant enzyme,

bovine chymosin or camel chymosin, both produced by fermentation of genetically



modified organisms. All miniature Reggianito cheeses obtained were ripened for 90 d at

12 °C.

Curd scalding temperature showed a significant influence on residual coagulant
activity; the cheeses cooked at 50°C had significantly higher activity than those treated
at 56°C. In contrast, scalding temperature did not modify plasmin activity. Proteolysis
was mainly affected by curd cooking temperature because chymosin-mediated
hydrolysis of o, casein was slower in cheeses treated at 56°C. Additionally, the content
of nitrogen in cheeses soluble fractions was consistently lower in the cheeses scalded at
56°C than in those cooked at 50°C. A significant influence from the type of coagulant
enzyme was observed, especially in the nitrogen fractions and peptide profiles, which
showed that camel chymosin was slightly less proteolytic than bovine chymosin.
However, differences attributable to the type of coagulant enzyme were lower than the

caused by the scalding temperature.

In the second experience, we studied the effect of the HHP treatment at different
combinations of pressure- pressurization time on gross composition, pH, microbial
counts, proteolysis, peptidolysis, proteolytic activities, texture and chromatic parameters
of Reggianito cheese, as well as its sensory profile. For that purpose, 1-day-old
miniature cheeses were pressurized at 100 or 400 MPa and 20°C for 5 or 10 min, while
control cheeses in the trial were not pressurized. All cheeses were ripened at 12°C
during 90 days. The HHP did not affect gross composition and pH of the cheeses, but
microbial load changed, especially because the starter culture was significantly lower at
the beginning of the ripening of the cheeses treated at 400 MPa than in controls and
cheeses pressurized at 100 MPa. Cheeses treated at 400 MPa 10 min had significantly
higher plasmin activity than the others, but the chymosin activity did not change.
Proteolysis assessment showed that the cheese treatment at 400 MPa also resulted in
cheeses with increased breakdown of o4 and B casein. In addition, nitrogen content in
soluble fractions was significantly higher in cheeses treated at 400 MPa.  Peptide
profiles showed an acceleration of cheese ripening, in cheeses treated at 400 MPa.
Nitrogen soluble fraction and total content of free amino acids in 60-d-old treated
cheese were as high as in full ripened control cheeses (90 d). Treatment at 100 MPa,
independently of pressurization time, did not produce significant changes in neither of
the evaluated parameters, with exception of fraction soluble nitrogen in trichloroacetic

acid.

Vi



At 1 day storage, cheeses treated a 400 MPa had stress and strain at fracture
values significantly higher than the others. In addition, springiness and cohesiveness of
cheeses treated at 400 MPa were significantly lower than those of control cheeses and
cheeses pressurized at 100 MPa throughout the ripening. The maintenance of the values
of these properties during ripening was probably due to the increment of proteolysis in
cheeses HHP treated at 400 MPa. The chromatic parameters were not affected by HHP
treatment. In the sensory assessment, the trained panel indicated that cheeses HHP
treated at 400 MPa at 45 d of ripening had more intense values than the other samples
on the attributes salty taste and typical flavor. The pressurization time effect was not
significant in texture parameters and sensory attributes tested, except for elasticity, in
which the samples treated at 400 MPa for 10 min had a lower value than the treated for

5 min.

The results obtained in the first experience allowed us to conclude that a simple
change in cheese making of Reggianito as decreasing the curd scalding temperature was
effective to increase residual coagulant activity, with consequent acceleration of
proteolysis and peptidolysis in cheeses. No advantage was obtained from replacement of

bovine chymosin by camel chymosin

The second experience of this thesis provided evidence that HHP treatment at
400 MPa was effective to accelerate the ripening of Reggianito cheeses through
increased proteolysis and peptidolysis. Cheeses treated at the higher pressure also

showed an acceleration in the development of the sensory attributes of a ripened cheese.

vii
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Abreviaturas

Generales

a.C.: antes de Cristo

AA: amino4cidos

AGL: 4cidos grasos libres

AMC: 7-amino-4-metil cumarina.

ANOVA: Anilisis de la varianza.

APC: Agar para recuento en placa (por sus siglas en inglés: agar plate count)
APH: Altas Presiones Hidrostaticas

BS: base seca

CCA: Cddigo Alimentario Argentino

CEP: proteinasas de pared extracelulares (por sus siglas en inglés cell-envelope
proteinase.)

CP: Componente principal.

d.C.: después de Cristo

E: Escherichia

EEA: Estacion Experimental Agropecuaria

FIL: Federacion Internacional de Lecheria

hs: horas

IDF: International DairyFederation.

IMCU: Internacional Milk-Clotting Unit

INLAIN: Instituto de Lactologia Industrial

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

IRAM: Instituto Argentino de Metrologia
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XiX



min: minutos
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Introduccion

1. La Argentina como pais quesero

Un poco de historia

En Argentina, antes de 1850 se registran pocos datos sobre la produccion
quesera nacional. Existen registros del afio 1617, en el que se destaca una rudimentaria
actividad quesera, de la mano de los jesuitas, quienes introdujeron en las comunidades
indigenas la cultura de consumo de leche y quesos. En 1788 aparece la actividad lechera
como alternativa a la poca rentabilidad de los chacareros cercanos a la villa de Buenos
Aires por venta de carne y cuero (actividad principal de la economia rioplatense).
Recién a partir de mediados del siglo XIX se produjo un gran desarrollo de la queseria
argentina, impulsada por inmigrantes europeos que aportaron sus tecnologias
principalmente italianas, espafiolas, suizas, etc. Fue en esa época cuando aparecid el
queso Carcarand (el mds antiguo de los quesos argentinos), el queso Tafi de Tucumdn,
el queso Chubut, el queso Goya, el queso Peregrina, el queso Chinchilla, el queso Las
Peiias, el queso Oriental, el queso Mar del Plata, el queso Manantial Tandilera, el queso
Neuquén fresco, el queso Pategrds, el queso Rio Cuarto, el queso Lobos, el queso
Lehmann y muchos otros con nombres autéctonos nacionales. Asimismo comenzaron a
elaborarse quesos con nombres alusivos a regiones europeas de donde provenian los

inmigrantes (Castafieda y col., 2010; http://www.quesosargentinos.gov.ar).

La industria quesera actual

En la Argentina los quesos constituyen el principal producto derivado de la
industrializacién de la leche, superando ampliamente a los demds productos lacteos. En
el afio 2012, segiin las estadisticas del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca
(MAGyP 2012), el mayor volumen de la leche producida en Argentina se destiné a la
produccién de quesos, lo que representd alrededor del 32 % de produccién total; un
17% se destiné a la elaboracion de leche en polvo, y el resto a otros productos lacteos
(leche fluida, crema, manteca, dulce de leche, postres, yogures, etc.). Del porcentaje de
quesos producido, un 4% se destiné a queso duro, un 11% a queso semiduro, un 16% a
queso blando y un 1% a queso fundido. En total, se produjeron 563943 toneladas de
queso, la mayor parte de los cudles se destin6 al consumo local. Aproximadamente un

10% del total producido fue exportado en ese afio (60642 toneladas).
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Es importante situar estas cifras en el contexto mundial: Argentina ha ocupado
por los dltimos 10 afos, un lugar entre los principales 15 paises productores de queso, y
en cuanto a consumo interno, se encuentra por debajo de paises de arraigada tradicion
quesera como Francia, Italia, Grecia y Espana, y de Estados Unidos, pero muy por
encima de economias de dimensién comparable, y supera notablemente a los demds

paises de Latinoamérica donde la incorporacion de queso en la dieta es mds reciente

(Tabla 1).

Tablal. Consumo per cédpita de quesos a nivel mundial en el afio 2014

Pais Consumo per capita (kg/afio) 2014
Union Europea 17,26
Estados Unidos 15,18

Argentina 11,92
Canada 11,34
Australia 10,03
Nueva Zelanda 8,57
Rusia 4,69
Brasil 3,74
Mexico 2,98
Japon 2,20
Ucraine 1,96
Taiwan 1,15
Filipinas 0,15

Fuente: http://www.clal.it/en/?section=tabs_consumi_procapite

Nota: en la tabla, el consumo per cdpita de cada pais fue obtenido dividiendo el total de
consumo (fuente FAS-USDA) por el nimero de habitantes (fuente FAO). Si en lugar de
considerar a la Unién Europea integra se consideran los paises por separado, como
Grecia, Francia, Malta, Alemania, Austria, Chipre, el consumo per cdpita en ellos es de
374, 23,6, 22,5, 20,6, 18,0 y 16,6 kg/ afio respectivamente. (fuente: www.
apymel.com.ar/novedadesDetalle.php)

Entre las empresas lacteas, las empresas queseras son las que presentan el mayor
nimero de Pymes, ya que la tecnologia quesera es mds facilmente apropiable por
empresas de tamafio pequefio o mediano que otras lineas lacteas. En la provincia de

Santa Fe, se procesan diariamente aproximadamente 9 millones de litros de leche, en
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151 empresas lacteas. De ese total, aproximadamente 100 son Pymes queseras, que
procesan el 20% de la leche total. Junto a las empresas grandes del sector, constituyen
un aporte significativo a la economia y el empleo en la region central de la Argentina

(Teran, 2009).

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) define al queso como “el producto
fresco o madurado que se obtiene por separacion parcial del suero de la leche o leche
reconstituida (entera, parcial o totalmente descremada), o de sueros lacteos, coagulados
por la accién fisica, del cuajo, de enzimas especificas, de bacterias especificas, de
dcidos orgdnicos, solos o combinados, todos de calidad apta para uso alimentario; con o
sin el agregado de sustancias alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos
especificamente indicados, sustancias aromatizantes y materiales colorantes. A su vez
hace una diferencia entre el Queso Fresco, que estd listo para el consumo poco después
de su fabricacién, y el Queso Madurado, que ha experimentado los cambios
bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos de la variedad de queso (CAA,

ANMAT, 2014).

2. El queso como alimento: generalidades y origen

Mientras que la legislacion Argentina define al producto queso por la negativa,
al explicarlo como el resultado de la eliminacién del suero, muchos ejemplos en la
literatura técnica y cientifica establecen que la denominacién de queso hace referencia a
un conjunto de productos licteos fermentados que se obtienen en todo el mundo en una
amplia variedad de formas, flavour y texturas (Fox, 2000). Se cree que en la actualidad,
existen més de 1000 variedades de quesos en todo el mundo (Beresford y col., 2001;
Fox y McSweeney, 2004). Los primeros quesos se elaboraron en Asia, en la zona de la
Mesopotamia, entre los rios Tigris y Eufrates, en lo que actualmente es Irak, hace unos
9000 afos, durante la llamada Revolucion Agricola Neolitica. En ese periodo se
desarroll6 la agricultura y se domesticaron los primeros animales. Las primeras hembras
lecheras domesticadas fueron las cabras y las ovejas, y los primeros quesos se
elaboraron con leche de este origen. Las vacas, que fueron domesticadas poco después,
rapidamente las reemplazaron como productoras de leche en aquellos lugares donde era

posible su cria, por los mayores rendimientos (Nantet, 1994; Fox y col., 2000). El
4
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primer producto lacteo fermentado probablemente fue consecuencia de la acidificacion
debida al desarrollo de bacterias l4cticas, que produjeron dcido en cantidad suficiente
para reducir el pH de la leche hasta el punto isoeléctrico de las caseinas, causando que
las mismas coagulen (Fox y col., 2000; Fox y McSweeney, 2004). Por otra parte, en
forma contempordnea, la leche se almacenaba en recipientes hechos de pieles, vejigas o
estobmagos de animales. Se cree que la coagulacion enzimdtica fue consecuencia del
almacenamiento de leche en odres hechos con estomagos de terneros o cabritos. Aunque
el cuajo de animales fue utilizado desde épocas remotas, es probable que también en la
antigiiedad se utilizaran cuajos de plantas, como por ejemplo el proveniente del cardo
(Fox y col., 2000; Fox y McSweeney, 2004). Existen vestigios arqueoldgicos de
cerdmicas disefiadas para elaborar queso, para eliminar suero, y frescos que muestran
las elaboraciones de quesos, realizadas entre los afios 5000 y 2000 a.C. Merecen ser
citadas las vasijas con alimentos similares a quesos en las tumbas de algunos faraones, y
el friso egipcio existente en el museo de Louvre, en Parfs, en el cual se ve a un hombre
ordefiando desde el costado de un animal (Castafieda y col., 2010). En el antiguo
testamento, existen varias referencias al queso, tales como en Job (1520 a.C.) y Samuel
(1017-1170- a.C.). La mitologia de la Antigua Grecia, atribuia a Aristeo el
descubrimiento del queso. En la Odisea de Homero (800 a 701 a.C.) se describe a un
Ciclope haciendo y almacenando quesos de oveja y cabra, queso que podria haber sido
el antecesor del queso Feta (Scott, 1998; Fox y col., 2000; Fox y McSweeney, 2004).

La posibilidad de convertir los principales componentes de la leche en queso,
tuvo varias ventajas, entre las que se destaca la estabilidad de los componentes, el facil
transporte y la contribuciéon a la diversificacion de la dieta humana, expandiéndose
rdpidamente al Medio Oriente, Egipto, Grecia y Roma. En los tiempos de la Antigua
Roma era un alimento que se consumia a diario, y su proceso de fabricacién no distaba
demasiado a como se hace actualmente fuera del dmbito industrial. En el Re Rustica de
Columela (cerca del 65 d. C.) se detalla la fabricacién de quesos con procesos que
comprenden la coagulacién con fermentos, presurizacion del cuajo, salado y curado
(Scott, 1998; Fox y col., 2000)

El comercio de quesos entre paises, especialmente el de las rutas marinas, llegd
a ser tan grande que el emperador romano Diocleciano (284-305 d.C.) fij6 precios
maximos para los quesos. Entre dichos quesos estaba el Lunar, una variedad especial de

queso con su propia marca comercial, los “cuernos de la Luna” que mas tarde se hizo
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popular bajo el nombre de queso Parmesano (Scott, 1998). Las grandes migraciones de
los pueblos a lo largo de Europa después de la caida del Imperio Romano, promovieron
la difusion de la fabricacion del queso. Un ejemplo es la migracion de la tribu Helvética,
que se establecid en las regiones de los Alpes suizos, y de cuya artesania surgié toda
una familia de quesos, entre ellos el queso Emmental (Scott, 1998). Es en Europa,
particularmente en Italia, Francia, Espafia, Suiza, Alemania e Inglaterra donde los
quesos se desarrollan fuertemente. La emigracion geografica de la queseria, fue causa
del resurgimiento de nuevas variedades de queso debidas a las diferencias climaticas y
del terreno, que influian en el tipo de animal que se criaba (principalmente cabra y oveja
en las regiones montafiosas, y vacas en las llanuras). Durante la edad media, los
monasterios fueron los principales contribuyentes al avance de la agricultura en Europa,
posibilitando al desarrollo y la mejora de alimentos como el vino, la cerveza y el queso.
Los monjes Benedictinos fueron los que iniciaron el camino de la creatividad en los
quesos, agregandole el afiejamiento y convirtiendo su elaboracién en un refinado arte
(Scott, 1998; Fox y col., 2000). El movimiento de los monjes entre los monasterios
también contribuyé a la difusion de diferentes variedades de queso. También las
grandes propiedades feudales de la edad media contribuyeron al desarrollo de los
quesos. Dentro de las mismas, los individuos adquirieron habilidades especiales que
fueron transmitidas a las generaciones futuras. Inicialmente, las principales variedades
de quesos se elaboraban en regiones limitadas, principalmente en zonas montafiosas
(Fox y McSweeney, 2004). La produccion localizada de ciertas variedades de quesos,
fue protegida por los reyes a través de las denominaciones de origen. La regionalizacién
de ciertas variedades de quesos, fue particularmente marcada en Espafia, Francia e
Italia, donde una gran variedad de quesos se producian en regiones muy limitadas (Fox
y col., 2000). Por dltimo, aproximadamente a partir del afio 1400, los quesos fueron
introducidos en América, en Oceania y en Africa por medio de colonizadores Europeos,
que llevaron con ellos su artesania quesera.

La elaboracién de los quesos se mantuvo como una actividad artesanal hasta el
siglo XIX, cuando el microbi6logo Luis Pasteur descubrié la pasteurizacion, lo cual
cambié el proceso de elaboraciéon de quesos. Con la adquisicion gradual de
conocimientos sobre quimica y microbiologia de la leche y el queso, se hizo posible
ganar mds control sobre el proceso de fabricacion del queso, y se mejord la calidad de

los mismos. A partir del siglo XX, los avances en la tecnologia permitieron un
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desarrollo muy importante en la industria quesera a gran escala (Fox y col., 2000; Fox y

McSweeney, 2004; Castaiieda y col., 2010).

3. El queso Reggianito Argentino

El queso Reggianito es el queso duro mds importante de nuestro pais. Sus
antecedentes son los quesos duros italianos Parmigiano Reggiano y Grana Padano. La
tecnologia de elaboracion de este queso es una adaptacion de aquella incorporada a
través de los inmigrantes italianos, que arribaron a nuestro pais a finales del siglo XIX e
inicios del siglo XX (Zalazar y col., 1999). La tecnologia fue modificada y adaptada a
los materiales y a las condiciones medioambientales locales, para dar un producto que
hoy se considera distinto, con caracteristicas diferentes de las variedades originales
(Zannoni y col., 1994). Es mds himedo, mds graso y de tiempo de maduraciéon mas
corto que los quesos de pasta dura italianos; suele ser también mds salado. Ademads, su
formato de comercializacién es sustancialmente menor que el de aquellos (Zalazar y
col., 1999). Durante el afio 2013, se exportaron 5517 toneladas de queso de pasta dura
lo que representd un ingreso total de aproximadamente 38 millones de ddlares. En ese
afio, los principales destinos de los quesos de pasta dura fueron Brasil, Rusia, EE.UU.,
Chile y Venezuela (MAGyP, 2014).

Segin el Codigo Alimentario Argentino (art. 635), el queso Reggianito es un
queso madurado que se obtiene por coagulacién de la leche por medio del cuajo y/u
otras enzimas coagulantes apropiadas, complementada por la acciéon de bacterias
lacticas especificas. Debe contener materia grasa lactea en un minimo de 32% p/p (en
base seca) y humedad hasta 36% p/p. Ademads, el queso debe responder a las siguientes
caracteristicas: la consistencia dura, la textura compacta, quebradiza y granulosa; color
blanco amarillento, ligeramente amarillento; el sabor salado y levemente picante; el olor
caracteristico y la corteza lisa, consistente, bien formada, cubierta con revestimientos
apropiados, adheridos o no; sin ojos, aunque eventualmente podrd poseer algunos ojos
pequeiios o aberturas mecdnicas; el peso se encuentra en un rango entre 5 a 10 kg;
deberd ser madurado para lograr sus caracteristicas especificas, por lo menos 6 meses
para quesos de 5 a 10 kg (CAA, ANMAT, 2014).

Tradicionalmente, para la elaboracién de queso Reggianito, se utiliza fermento

natural de suero, también denominado suero fermento. Para la preparaciéon de este
7



Introduccion

cultivo iniciador, un volumen definido de suero se recupera directamente de la tina
quesera a 52°C luego de la etapa de coccidn, y se incuba a temperatura que favorece el
desarrollo de bacterias termofilas, durante un tiempo variable, entre 18 y 24 hs (Gallino,
1994). En ocasiones el suero se saca a 52- 54°C y se deja a temperaturas decrecientes
hasta alcanzar la temperatura ambiente, en otros casos se conserva en fermentadores a
temperatura constante. El tiempo de incubaciéon generalmente es el que media entre dos
elaboraciones. La composicién microbiolégica de los fermentos naturales es muy
compleja, y puede ser ficilmente afectada por las condiciones ambientales o la
tecnologia de elaboraciéon (Hynes y col., 2003). Una de las caracteristicas distintivas del
queso Reggianito Argentino, es la microflora presente en el suero fermento. Los
cultivos de nuestra region (Santa Fe, Argentina), estin compuestos por un 66% de cepas
de Lactobacillus helveticus y un 33% de cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis (Reinheimer y col., 1996; Meinardi y col., 2002), mientras que los cultivos
italianos muestran algunas diferencias en cuanto a la composicion microbiana: las cepas
mds comunes son Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus algunas veces acompafiadas de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,
Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus fermentum y Streptococcus thermophilus
(Reinheimer y col., 1995). El uso de fermento natural de suero tiene las ventajas de
contribuir al flavour y aroma tipico de este tipo de queso, son faciles de preparar y son
resistentes al ataque de fagos debido a que son muticepas (Botazzi y col., 1992; Giraffa
y col., 1997). Sin embargo, poseen algunas desventajas, ya que las variaciones en su
composicion microbioldgica pueden llevar a inconstancia en el perfil sensorial de los
quesos (Reinheimer y col.,, 1995; Reinheimer y col., 1996). Es por ello que,
actualmente, es comun el uso de fermentos seleccionados de Lb. helveticus
especialmente en las plantas queseras grandes y medianas (Candioti y col., 2002; Perotti
y col., 2004). Debido a que la tecnologia de elaboracién de Reggianito requiere de una
acidificacion inicial de la leche de elaboracién, lo que en los quesos elaborados de
manera tradicional aporta directamente el suero fermento, cuando éste es reemplazado
por cultivos concentrados — liofilizados o congelados — debe acompafiarse de una
acidificacion previa de la leche. Por lo general, se combina la utilizaciéon de fermentos
seleccionados de adicion directa con el uso de ciertos dcidos orgdnicos, como l4ctico o

citrico, de acidégenos como la glucono deltalactona (GDL), o el burbujeo directo de
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CO,, con el objetivo de acercar el pH de la leche al pH 6ptimo de coagulacién de este
tipo de queso.

El queso Reggianito se elabord inicialmente con cuajo de ternero, producido
localmente. Durante el siglo XX, comienza a utilizarse principalmente coagulante de
bovino adulto como sustituto para compensar la escasez y el alto precio del coagulante
de ternero mamon. A partir de la década de los 90 del siglo pasado, la quimosina
bovina producida por fermentaciéon de organismos modificados genéticamente se
convierte en el principal coagulante utilizado por la mayoria de las queserias,
especialmente para variedades de queso de alto valor agregado. Los “cuajos
microbianos”, enzimas proteasas naturalmente producidas por hongos, y el cuajo de
bovino adulto, son aun cominmente usados en la Argentina para quesos de menor
precio, como el Cremoso. Mds recientemente, Kappeler y col. (2006) lograron expresar
el gen de la quimosina de camello (Camelus dromedarius) en Aspergillus niger, y
producir esta enzima por fermentacion. Este coagulante ha sido incorporado
extensamente en el mercado en diferentes paises productores de quesos, incluso la
Argentina. La estrategia de mercadeo de esta nueva enzima apunta a su alta actividad
coagulante y baja actividad proteolitica general comparado con la misma enzima de
origen bovino (Kappeler y col., 2006, Jensen y col., 2013). Sin embargo, en Argentina
el coagulante de camello se ha introducido para la elaboracién de queso Reggianito sin
contar con investigaciones previas acerca de su desempeiio en este tipo de queso.

El queso Reggianito es una variedad de pasta dura cocida, lo que lo diferencia de
otras variedades como el Cheddar, que si bien contienen baja humedad, no pasan por
una etapa de coccion. El tratamiento térmico del Reggianito incluye dos etapas, una
primera rampa de calentamiento a una velocidad de 0,5°C por minuto hasta llegar a 42-
45°C, permaneciendo a esa temperatura por aproximadamente 15 min (etapa de secado),
seguida de un calentamiento rdpido hasta temperaturas que llegan a los 52-54°C,
permaneciendo a esa temperatura por menos de 5 min (etapa de coccién). Luego de la
coccion, el suero se drena y se hace presion sobre la cuajada para eliminar aberturas
(etapa de pre-prensado de la masa). La cuajada luego es ubicada en moldes adecuados,
de acero inoxidable o de plastico microperforado (Polietileno de Alta Densidad o
Polipropileno Copolimero). El prensado se lleva a cabo durante 24 hs con volteo de las
hormas, es decir, se toma el molde y se da vuelta la horma para que reciba igual presion

en ambas caras. Transcurrido este tiempo, los quesos se dejan orear 24 hs y finalmente
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se salan por inmersion en salmuera, a razén de un dia por kg de peso. La maduracion se
lleva a cabo en cdmara a una temperatura entre 10 y 15 °C, con una humedad del 85%, y
el tiempo minimo es de 6 meses (CAA, articulo 635, Gallino, 1994; Zalazar y col.,
1999; Candioti y col., 2002; Meinardi y col., 2002; Perotti y col., 2004; Sihufe y col.,
2012).

4. La maduracion del queso

4.1. Transformaciones bioquimicas de la maduracién

La maduracién, que insume tiempo y recursos, es necesaria para lograr que el
queso desarrolle su aroma, sabor y textura, ya que las cuajadas recién elaboradas y los
quesos jovenes carecen de estas preciadas caracteristicas (McSweeney, 2004; Zalazar y
col., 2006a; McSweeney, 2011). La transformacién es debida fundamentalmente a
cambios bioquimicos, casi todos de naturaleza enzimdtica, que se llevan a cabo sobre
los principales componentes de la leche que han sido retenidos en la cuajada: lactosa,
materia grasa y proteinas. Estos cambios estdn acompafiados por otros de naturaleza
exclusivamente fisica, que ocurren simultineamente y en cierta forma determinan las
condiciones para que sucedan los primeros. Se trata de procesos de difusion de sal y de
pérdida de humedad (Fox y McSweeney, 1998). Asimismo, se han informado algunos
cambios netamente quimicos, como los equilibrios quimicos del calcio, y reacciones
quimicas no catabolizadas por enzimas, fendmenos que han sido mucho menos

estudiados (Walstra y col., 2001)

El metabolismo de la lactosa en el queso juega un rol importante aunque la
concentracion de este azicar en la cuajada sea muy baja desde el principio de la
maduracién. En efecto, la mayor parte se elimina con el suero (aproximadamente el
98%), y queda en la cuajada dnicamente la lactosa disuelta en la fase acuosa, que
metabolizan las bacterias l4cticas del fermento, produciendo 4cido lactico (McSweeney,
2004; McSweeney y Fox, 2004; Zalazar y col., 2006a; McSweeney, 2011). La lactosa
residual presente en los quesos luego de las 24 hs de elaboracién, va del 3 al 0,8%,
segln la variedad de queso. Estas pequenas cantidades residuales pueden influir en
fendmenos clave de la calidad del producto, como post acidificaciéon o formacién de

compuestos voldtiles. Por esta razon, el correcto desarrollo de la fermentacion lactica es
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un aspecto crucial de la elaboracion de quesos (McSweeney y Fox, 2004; McSweeney,
2011).

Por otro lado, el lactato proveniente de la fermentacion también puede sufrir
transformaciones durante la maduraciéon. Las bacterias 4cido lacticas del fermento
producen, en general, L-lactato, que puede ser isomerizado a D-lactato, reaccion que se
atribuye la mayor parte de las veces a las bacterias no fermento, denominadas NSLAB
por sus siglas en inglés (Non Starter Lactic Acid Bacteria). En los quesos que contienen
bacterias propidnicas u hongos, el lactato es un importante sustrato que determina la
calidad y caracteristicas especificas de los productos (McSweeney, 2004).

En cuanto al citrato, el 90% del mismo se pierde en el suero (Fox y col., 2000;
McSweeney 2004; Zalazar y col., 2006a). El citrato que queda remanente, es de gran
importancia para el desarrollo del flavour, dado que puede ser metabolizado por las
bacterias citrato positivas generando compuestos voldtiles que suman al flavour del

queso (Fox y col., 2000; Quintans y col., 2008; McSweeney, 2011).

La lipdlisis refiere a un conjunto de reacciones de hidrélisis de los
triacilgliceroles para dar di o monoacilgliceroles, dcidos grasos libres (AGL) y glicerol,
y es un fendmeno minoritario en la mayoria de las variedades de queso. S6lo en algunas
variedades como quesos madurados por hongos y en menor medida en quesos duros, es
un fendmeno importante (McSweeney, 2004). En los quesos duros de pasta cocida la
degradacion de los triglicéridos para dar 4acidos grasos libres y sus derivados es
significativa, probablemente debido al largo periodo de maduracién, que permite la
expresion de la actividad lipolitica relativamente débil que estd presente en el queso
(Gobetti y DiCagno, 2003). La lipdlisis asi desarrollada es una transformacién necesaria
para la formacién del flavour genuino de este tipo de producto, en el que los AGL
influyen directamente, especialmente los de cadena corta, que son volatiles. Los AGL
pueden ser transformados por microorganismos en otros compuestos que impactan mas
fuertemente en el flavour, como las metilcetonas, lactonas, ésteres, alcoholes

secundarios y aldehidos (Sousa y col. 2001; Perotti y col., 2005; Vélez, 2013)

La degradacion de las proteinas que conforman la matriz proteica del queso, y la
posterior hidrélisis de los péptidos provenientes de dicha transformacién constituyen el

conjunto de reacciones cuantitativamente mds importante durante el periodo de
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maduracién y almacenamiento del queso y se conocen globalmente como protedlisis
(Fox y col., 1993; Gobetti y DiCagno, 2003; O’Mahony y col., 2005). La presente tesis
se enfoca en fendmenos proteoliticos durante la maduracién de queso Reggianito, razén
por la cual a continuacién se dedica un apartado a este conjunto de trasformaciones

bioquimicas.

4.2. Protedlisis

Las reacciones que se agrupan bajo el titulo de protedlisis estdn vinculadas a
distintos aspectos relacionados con la calidad del queso. En primer lugar, la textura y las
propiedades de fractura parecen estar relacionadas al grado de hidrélisis de las
proteinas, que a su vez impacta en su capacidad de ligar agua, aunque el equilibrio
salino de los minerales de calcio -presentes en cantidades significativas en el queso —
también ha sido sefialado como un factor muy importante para determinar la estructura
del alimento (Lucey y col., 2003; Hassan y col., 2004; O’Mahony y col., 2005). Por otra
parte, la protedlisis y peptiddlisis proveen los principales sustratos para la bioformacion
de aroma y sabor en queso (Sousa y col., 2001; Upadhyay y col., 2004; McSweeney,
2011).

4.2.1 Principales agentes proteoliticos que intervienen en la maduracion de
los quesos

Durante la maduracién de los quesos, la protedlisis es catalizada por enzimas
que provienen de distintas fuentes: enzimas del coagulante (quimosina, pepsina), de la
leche (especialmente plasmina), del fermento primario y secundario, y de las NSLAB
(Sousa y col., 2001, Upadhyay y col., 2004). En la Figura 1 se muestran los principales

agentes proteoliticos que intervienen durante la maduracion de los quesos.
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Proteinasas del fermento primario

Coagulante residual y secundario
Caseinas —— > Grandes Péptidos — > Pequeios péptidos

Proteinasas de la leche
Peptidasas del

fermento primario y de
las NSLAB

Aminoéacidos Libres

Figura 1. Agentes proteoliticos que intervienen en la maduracién de los quesos

(adaptado de Sousa y col., 2001).

Coagulante Residual

Las enzimas coagulantes son proteasas aspdrticas, generalmente de origen
animal, que se utilizan para coagular la leche durante la elaboraciéon del queso. El
principal rol del coagulante en la elaboracién de quesos es hidrolizar especificamente el
enlace Phe;ps-Met,os de la k-caseina presente en la superficie de las micelas de caseinas,
el cual es muchas veces mds susceptible a la quimosina que cualquier otro enlace
presente en todas las proteinas de la leche (Fox y col.,, 2000). Dicha hidrélisis
desestabiliza la suspension coloidal de micelas y provoca la coagulacién (Dalgleish y
Corredig, 2012).

Ademads de esta propiedad tecnoldgica principal, la enzima coagulante residual
es uno de los agentes proteoliticos que contribuye a la protedlisis durante la maduraciéon
en la mayoria de los quesos, particularmente en variedades con una coccién baja o
media (Fox, 2003). La mayor parte del coagulante se pierde en el suero durante la
elaboracién. Sin embargo, un porcentaje variable del mismo (entre 0-30%) se retiene en
la cuajada, lo que depende del proceso de elaboracion del queso (pH del desuerado,
temperatura de coccidén, humedad de la cuajada) y del tipo de enzima (Sousa y col.,
2001; McSweeney, 2004; Upadhyay y col., 2004; Bansal y col., 2007; Sheehan y col.,
2007; Yegin y Dekker, 2013).

Durante la maduracién del queso, el coagulante actda fundamentalmente sobre la
casefna oy, hidrolizando el enlace Phe,s;-Pheys para dar los péptidos o (f1-23) y o
(f24-199) o a-I (Carles y Ribadeau-Dumas, 1985, McSweeney, 2004). También actia

en menor grado sobre la caseina 3, cerca de la region hidrofobica C-terminal, generando
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péptidos cortos, los cudles se relacionan con sabor amargo en los quesos (McSweeney,
2004). Las caseinas o y K son resistentes a la accion de la enzima coagulante durante
la maduracion (Fox, 1989).

Los aportes del coagulante residual a la protedlisis durante la maduracién de
quesos han sido parcialmente dilucidados para algunas variedades de queso, pero se
conocen poco para los quesos duros de pasta cocida. En este sentido, Delacroix-Buchet
y Fournier (1992) demostraron en queso Gruyere hidrélisis de la caseina o tanto a 52
como a 56°C, lo que indicaria actividad del coagulante residual a esas temperaturas.
Asimismo, Hayes y col (2002) verificaron en quesos Suizos, en los cudles se aplicé una
temperatura de coccidn elevada (53°C durante 30 min), actividad coagulante residual, al
igual que hidrdlisis de la caseina . Kindstedt y col. (1995) encontraron que la
protedlisis se hacia mas lenta en Mozzarella cuando se reducia la dosis de quimosina
usada en la elaboracién, lo que sugiere que el cuajo estuvo activo a pesar de las altas
temperaturas de coccién. Sin embargo, otros autores han postulado que el péptido
051(f24-199) es producido por la quimosina, pero antes de la etapa de coccién de la
cuajada, en la tina durante la elaboracién (Chianese y col., 1997, Gaiaschi y col., 2000).
Asimismo, otra hipétesis da cuenta de que la enzima coagulante residual contribuye a la
protedlisis de queso Reggianito, probablemente debido a una reactivacion, y es al menos
parcialmente responsable de la hidrdlisis de la caseina oy durante la maduracién de
quesos de pasta cocida (Hynes y col., 2004a).

Debido a que la accién hidrolitica del coagulante residual se ejerce
principalmente sobre la caseina o, seguida de la caseina B, para dar péptidos medianos
y grandes, su impacto en el flavour se considera secundario. Sin embargo, actividades
muy elevadas de la enzima han sido relacionadas con el defecto de sabor amargo,
originado por péptidos provenientes de la region hidrofébica de la molécula de caseina
B (Fox y col., 2000; Sousa y col., 2001). Por otra parte, el coagulante actia como
proveedor de péptidos medianos. Estos péptidos son luego utilizados por el sistema
proteolitico de las bacterias lacticas del fermento a otros mds pequeios y aminoédcidos
libres que contribuyen directa o indirectamente al flavour y aroma del producto
terminado durante la maduracién (Fox, 1989; Visser, 1993; Sousa y col., 2001; Hynes y
col.,, 2004b; O’Mahony y col., 2005, Milesi y col., 2008a). Los aminodcidos no

constituyen fuente de flavour por si mismos (Wallace & Fox, 1997) pero son
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precursores de compuestos voldtiles que mayoritariamente constituyen el flavour del

queso (Yvon, 2006).

Enzimas provenientes de la leche: Plasmina

La plasmina es una enzima de origen sanguineo y constituye la principal
proteasa natural de la leche. Su pH 6ptimo es de alrededor 7,5 y tiene una alta
especificidad hacia las uniones peptidicas que poseen residuos de lisina (Kelly and
McSweeney, 2003). Forma parte de un sistema complejo, que estd constituido por la
plasmina propiamente dicha, sus inhibidores, el plasmindgeno o precursor inactivo,
activadores del plasmindgeno e inhibidores de los activadores del plasmindgeno. En la

Figura 2 se detalla el sistema complejo del que forma parte la plasmina en la leche.

Inhibidores del activador

Activadores del plasminégeno < ------------ )
del plasminégeno

PLASMINOGENO > PLASMINA <--------- Inhibidores de la plasmina

Caseina > Polipéptidos

Figura 2. Sistema de la plasmina en leche (adaptado de Upadhyay y col., 2004)

La plasmina, el plasmindgeno y el activador del plasmindgeno se hallan
asociados con las micelas de caseina y quedan retenidos en la cuajada durante la
elaboracion de los quesos. Los otros componentes (los inhibidores) se encuentran en el
suero y son removidos durante su separacion de la cuajada (McSweeney, 2004; Ismail y
Nielsen, 2010). Se ha encontrado que tanto el agregado de cloruro de sodio como la
acidificacion de la leche reducen las interacciones entre la plasmina y el plasminégeno
con las micelas de caseina (Grufferty y Fox, 1988). Los sustratos preferenciales de la
plasmina son las caseinas B y la as,. A partir de la hidrdlisis por esta enzima de la
caseina B en los enlaces Lysys-Lyszg, Lysios-Hisige ¥y Lysio-Gluygg, se generan los
fragmentos C-terminales denominados vy, v» y v3 (Rampilli y Raja, 1998; Sousa y col.,

2001). Una caracteristica de esta enzima, es su estabilidad al calor: se requiere una
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temperatura de 80°C durante 10 min para producir una inactivacién total de la enzima
(Somers y Kelly, 2002). En los quesos, la plasmina es una de las enzimas responsables
de la protedlisis primaria durante la maduracion. Ciertas variables, como la temperatura
de cocciodn de la cuajada y el pH alcanzado durante la elaboracidn, el lavado y el hilado
de la cuajada, condicionan la actividad de la plasmina en la masa del queso y
consecuentemente el grado de hidrdlisis de sus sustratos preferenciales (Gruferty y Fox,
1988; Fernandez, 2004; McSweeney, 2004; Ismail y Nielsen, 2010). En relacién a la
temperatura de coccidn, algunos trabajos informan que la contribucién de la plasmina a
la hidrdlisis de las caseinas es mds pronunciada en variedades de quesos cuya
elaboracidn requiere altas temperaturas de coccién (Grufferty y Fox, 1988, Sousa y col.,
2001; Somers and Kelly, 2002; Ismail y Nielsen, 2010). En efecto, en quesos de pasta
cocida, se verifica en general que la plasmina, participa de forma mds notoria en la
protedlisis primaria, debido, en parte, a que la misma presenta resistencia a las altas
temperaturas de elaboracién (Grufferty y Fox, 1988), o a un posible incremento neto de
la actividad por la activacion del plasmindgeno. Dicha activacion a su vez es ocasionada
por la inactivacion de los inhibidores del activador del plasmindgeno por la temperatura,
o a pérdidas en el suero de los inhibidores del activador del plasmindgeno. (Richardson
y Pearce, 1981; Farkye y Fox, 1990). El efecto del incremento en la actividad de la
plasmina se ve potenciado por la inactivacion al menos parcial de la enzima coagulante
en este tipo de quesos, que pone en relieve las actividades proteoliticas tipicas de la

primera enzima.

Ademas de la plasmina existen otras enzimas nativas en la leche. La catepsina D
es la mds conocida y estudiada. Se ha demostrado que posee una actividad similar al
coagulante residual sobre las caseinas oy y . Posee actividad coagulante, pero la
misma es muy pobre comparada con la accion de la quimosina. Si bien se ha sugerido
que esta enzima posee alguna importancia en la maduracién de quesos duros, la
magnitud de dicha contribucién no es conocida, debido a la similitud en cuanto a su
especificidad sobre las caseinas, particularmente la caseina oy (Hurley y col., 2000;

Sousa y col., 2001; McSweeney y col., 2004).
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Microorganismos (fermento primario y secundario y bacterias no fermento)

Los microorganismos capaces de influir en la protedlisis incluyen a los
pertenecientes al fermento primario, al fermento secundario o adjunto, y a las NSLAB
(Lynch y col., 1996; Sousa y col., 2001, McSweeney, 2004).

La actividad proteolitica del fermento es considerada primordial en la protedlisis
secundaria de todos los quesos madurados sin hongos y sin una flora superficial. Si bien
las bacterias l4cticas son consideradas poco proteoliticas comparadas con otras
bacterias, tienen un sistema proteolitico bastante complejo, el cual les sirve para cumplir
con sus exigentes requerimientos nutricionales de aminodcidos (Kok y de Vos, 1994;
Steele, 1998; Sousa y col., 2001). Entre las bacterias l4cticas, el sistema proteolitico de
Lactococcus lactis es el mas conocido y estudiado (Monnet y col., 1994; Yvon y col.,
1997; Atiles y col., 2000; Kieronczyk y col., 2003; Amadrita y col., 2006; Sheehan y
col., 2006; Gémez de Cadifianos y col., 2013). Se han identificado cuatro componentes
del sistema proteolitico de los lactococos: proteinasas de pared extracelulares (CEP, por
sus siglas en ingles cell-envelope proteinase), una proteasa asociada a la membrana
denominada Htra, un conjunto de peptidasas intracelulares (endopeptidasas,
aminopeptidasas, di-/tri-peptidasas, iminopeptidasas y peptidasas especificas de
prolina), y sistemas de transporte de di/tripéptidos y oligopéptidos (Kok y de Vos, 1994;
Poquet y col., 2000; Smit y col., 2002). Las CEP de Lactococcus varian entre especies y
cepas, y algunas cepas no poseen esta enzima (Monnet, y col., 1994). Las CEP
hidrolizan las caseinas intactas con la formacién de oligopéptidos. Estos dltimos son
transportados al interior de las células a través de los sistemas de transporte, donde son
degradados por accion de las peptidasas (Smit y col., 2002). Las CEP se han clasificado
en dos grupos: proteinasas tipo PI y PIII. Las proteinasas tipo PI degradan
principalmente la caseina 3, y solo muy lentamente las caseinas o y k, mientras que
las proteinasas tipo PIII son capaces de hidrolizar rdpidamente tanto la caseina o1 como
las caseinas B y k. También durante la maduracién, las CEP atacan los péptidos
derivados de la accién de las enzimas no microbianas, como por ejemplo el péptido o -
I (f1-23), producto de la degradacién de la caseina oy por accidén del coagulante

(McSweeney, 2004).
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Las otras bacterias lacticas han sido comparativamente menos estudiadas, pero
existe informacion sobre los sistemas proteoliticos y peptidoliticos de todas ellas
(Chaves y col., 2002; Deutsch y col, 2002; Helinck y col., 2004, Dandoy y col., 2011)

En quesos duros argentinos de pasta cocida, se utilizan fermentos terméfilos en
los que predomina la especie Lactobacillus helveticus cuya temperatura Optima de
crecimiento es de 45°C (Renheimer y col., 1996).

En general, y si bien existen diferencias entre cepas, Lactobacillus helveticus es
una de las especies mds proteoliticas de bacterias lacticas. Esta caracteristica se ha
atribuido en parte, al hecho de que numerosas cepas lisan tempranamente durante la
maduracion, liberando las peptidasas activas a la masa del queso (Valence y col., 2000;
Chen y col., 2003; Slattery y col., 2010; Griffiths y Tellez, 2013). Lactobacillus
helveticus posee un eficiente sistema proteolitico capaz de producir péptidos pequeiios
y aminodcidos libres a partir de las caseinas. Las proteasas localizadas en la pared de la
célula bacteriana (CEP), son capaces de hidrolizar las caseinas en pequefios péptidos,
que luego son transportados al interior de la célula para ser hidrolizados por accién de
numerosas peptidasas intracelulares (Glibert y col., 1997; Slattery y col., 2010; Sadat-
Mekeme y col., 2011 a y b; Griffiths y Tellez, 2013). A diferencia de las CEP de los
lactococos, las de los lactobacilos estdn mucho menos caracterizadas (Slattery y col.,
2010). En Lactobacillus helveticus se han identificado dos proteasas de pared,
denominadas PrtH y PrtH2 (Glibert y col., 1997). En quesos Suizos, se ha sugerido que
ciertos cultivos de Lactobacillus helveticus, a través de las CEP pueden hidrolizar la
caseina oy dando lugar a la caseina oy -I, producto tradicionalmente asociado al
coagulante residual (Sadat-Mekmene y col., 2013).

Las NSLAB no contribuyen a la acidificaciéon durante la elaboracién de los
quesos, tal como lo hace el fermento primario, ya que no crecen bien en leche, pero
participan en la protedlisis de los quesos. Estas bacterias pueden dominar la microflora
durante la maduracién, comenzando a prevalecer al tiempo que el nimero de bacterias
lacticas del fermento generalmente disminuye (Sousa y col., 2001; McSweeney, 2004;
Gatti y col., 2014). La flora NSLAB se compone de aquellas bacterias lacticas que no
fueron agregadas ex profeso con el fermento y se detectan en el queso; habitualmente se
trata de lactobacilos mesofilos, pediococos, enterococos y Leuconostoc spp. Los

lactobacilos forman el grupo mds frecuentemente encontrado (De Angelis y col., 2001;
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Beresford y col., 2003), dentro de los cudles, los mds ampliamente encontradas en
quesos son Lb. casei / Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus y Lb. curvatus
(Cogan y Beresford, 2002; Bude Ugarte y col., 2006; Dolci y col., 2008). Los
lactobacilos meséfilos no crecen bien en leche en ausencia de una fuente exdgena de
oligopéptidos y aminodcidos, porque suelen carecer de actividad proteasa; sin embargo
se ha detectado que poseen una amplia gama de peptidasas. En efecto, varios estudios
han demostrado que la adicion como fermentos adjuntos de ciertas cepas de
Lactobacillus condujeron a una mayor produccién de péptidos cortos y aminoécidos
libres comparado con quesos elaborados sin la adicion de los mencionados fermentos
(Williams y col., 1998; Hynes y col., 2003; Bergamini y col., 2006; Milesi y col., 2010;
Burns y col., 2012; Bergamini y col., 2013)

4.3 Cambios en las caracteristicas sensoriales de los quesos durante la
maduracion

Las caracteristicas sensoriales de los quesos, que determinan su calidad, son
propiedades que se perciben por los sentidos humanos, predominantemente durante el
consumo y pueden ser descriptas como caracteristicas de apariencia, de textura y de
aroma y sabor o flavour (Fox y col., 2000).

La apariencia del queso es percibida antes de consumir el queso e incluye el
color, la presencia o ausencia de ojos y la textura visual. También incluye el tamaiio, la
forma y el envase o presentacion del queso (Murray and Delahunty, 2000)

La textura, en tanto, se puede definir como el atributo de un queso resultante de
una combinacién de propiedades fisicas, incluyendo el tamaifio, forma, la naturaleza y la
conformacién de los elementos estructurales constituyentes, que se perciben por una
combinacién de los sentidos del tacto (textura tictil), vision (textura visual) y el oido
(textura auditiva). Durante la masticaciéon y la ingesta, la percepciéon de textura se
produce en las estructuras superficiales de la boca, alrededor de las raices de los dientes
y en los musculos y los tendones (Fox y col., 2000, Delahunty y Drake, 2004). La
textura se puede evaluar a través de métodos sensoriales o0 métodos instrumentales. Los
primeros permiten evaluar firmeza, dureza, presencia de grana, cohesividad, elasticidad,
gomosidad, masticabilidad. Los métodos instrumentales se basan generalmente en
pruebas de fuerza de compresion disefiadas para simular la masticaciéon (Fox y col.,

2000). Los métodos instrumentales mas comunmente utilizados para la determinacion
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de textura, son el ensayo de compresion uniaxial, por medio del cual se pueden
determinar pardmetros como deformacion y esfuerzo a la fractura y trabajo en la
fractura, y el andlisis de perfil de textura (TPA, por sus siglas en Inglés Texture Profile
Analysis), por medio del cual se evalian pardmetros como fuerza, dureza, elasticidad,
masticabilidad, gomosidad, adhesividad, cohesividad (Gunasekaram y Ak, 2003).

El olor o aroma suele ser el primer aspecto no textural percibido por el
consumidor. Los estimulos para el olfato son compuestos voldtiles transportados por el
aire que les permiten viajar desde su origen hasta los receptores olfativos, donde se
crean las percepciones de los olores distintivos (Chamorro y Losada, 2002). En el queso
se han identificado cientos de compuestos voldtiles diferentes, cada uno con un cardcter
distintivo de aroma, umbral de deteccién, volatilidad, entre otras propiedades. Esta
diversidad hace que contribuyan de manera diferencial a las distintas variedades de
queso. Los compuestos identificados en los quesos incluyen 4cidos grasos, metilo, etilo
y ésteres superiores, metil cetonas, hidrocarburos alifdticos y arométicos, alcoholes de
cadena larga y corta y alcoholes aromdticos, aldehidos, aminas, amidas, fenoles y
compuestos de azufre (Boscaini y col., 2003; Collins y col., 2003; Singh y col., 2003;
McSweeney, 2004; Marilley y Casey, 2004; Smit y col., 2005; Yvon, 2006; Hgier y
col., 2010; McSweeney, 2011).

Los estimulos primarios para el gusto son compuestos no volétiles, y estos deben
estar en contacto con los receptores del gusto. Este contacto crea percepciones que
dotan cuatro cualidades distintivas de sabor, conocidas como dulce, salado, dcido y
amargo. Un quinto sabor, 'umami', se ha aceptado mds recientemente, sobre todo en
Japén y otras culturas en las que es mds conocido y ficil de percibir y es la nota tipica
asociada al 4cido glutdmico. Los compuestos que contribuyen directamente al gusto del
queso incluyen el &cido lactico (4cido), cloruro de sodio (sal), sales minerales de
potasio, calcio y magnesio (salado) y aminodcidos libres y péptidos de tipos diferentes
(dulce, amargo, umami) (Delahunty y Drake, 2004).

El flavour es una parte importante de la calidad de los alimentos (Stevenson et
al., 1996), siendo muchos de los compuestos quimicos presentes en los mismos, los
responsables de activar los receptores olfatorios y gustativos que permiten la percepcion
de este atributo. El flavour se compone principalmente de las sensaciones del aroma y
del sabor. Ademads, otras percepciones, tales como los estimulos quinestésicos, hacen su

contribucion al flavour. En el caso de éstos, la deteccion es mds general que la del gusto
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y el olfato y se produce principalmente en los ojos, la nariz y la boca. La efervescencia
de diéxido de carbono (CO,), la sensacion refrescante del mentol, la sensaciéon de ardor
de chile y el sabor picante de algunos quesos son quizds los mejores ejemplos

(Delahunty y Drake, 2004).

Durante la maduraciéon de los quesos, los cambios bioquimicos dan lugar a
modificaciones en las caracteristicas sensoriales, sobre la base de la composicion inicial
y del proceso de elaboracion (Lucey y col., 2003).

En lo que respecta a la textura, la concentracion de proteinas, fundamentalmente
de caseinas, es muy importante. Al aumentar la concentracidon de caseinas, la matriz del
queso se vuelve mds eldstica, y mds resistente a la deformacién, debido a que se
incrementan las uniones entre y dentro de las moléculas de caseina. La grasa también
contribuye a la textura de los quesos, dependiendo de la temperatura. Si la temperatura
es baja y la grasa se encuentra en estado sélido, produce un aumento de la elasticidad de
los quesos, ya que limita la deformacién de la matriz proteica. Si la temperatura
aumenta, y la grasa prevalece en su estado liquido, disminuye su contribucién a la
elasticidad, ya que actia como lubricante y reduce el esfuerzo requerido para que se
produzca la fractura de los quesos (Guinee, 2011). A una misma temperatura, los quesos
reducidos en materia grasa, presentan una mayor firmeza, debido a una mayor
interaccion entre las caseinas que conforman la red proteica. En los quesos en los cuales
el contenido de grasa y humedad son altos, la estructura de la red proteica estd
debilitada, por lo que resultan menos firmes. Por el contrario, una disminucién en el
contenido de humedad lleva a un incremento en la dureza de los quesos (Gunasekaram,
2003). Se considera que el evento bioquimico que tiene mayor influencia en la textura
de los quesos es la protedlisis (Lucey y col., 2003). La hidrodlisis de la caseina og en
quesos blandos y Cheddar ha sido asociada con una disminucién de la firmeza de los
quesos (De Jong, 1976, Creamer y Olson, 1982). También en queso Cheddar, se ha
visto que la protedlisis lleva a una reduccion de la deformacién y el esfuerzo a la
fractura (Creamer y Olson, 1982). En queso Reggianito Argentino, se ha observado que
el incremento en las fracciones nitrégeno solubles, produce una disminucién en la
dureza y en la fuerza de ruptura (breaking point). Sin embargo, esa diferencia fue sélo
detectada cuando el contenido de humedad no varia significativamente. La disminucién

del contenido de humedad lleva a un incremento en la medida de éstos pardmetros de
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textura, ocasionado por disminucién de la protedlisis. El esfuerzo en el punto de fractura
es independiente de las fracciones nitrégeno soluble, para todos los contenidos de agua
(Bertola y col., 1995). En queso Cheddar, se ha visto que a medida que la maduracién
avanza, la fuerza y el grado de compresion en el momento de fractura disminuye,
indicando una disminucién en la firmeza del queso y un incremento de la granulosidad.
Si bien se ha indicado repetidamente que esto ocurre principalmente por la protedlisis
del queso a lo largo de la maduracidn, algunos autores mds recientemente han llamado
la atencién sobre el hecho de que la protedlisis es un cambio concomitante con el
ablandamiento y no guarda una relacién causa-efecto. Estos autores atribuyen los
cambios de textura fundamentalmente a cambios en los equilibrios salinos del calcio en
el queso que ocurren simultineamente con la protedlisis (O’Mahony y col., 2005).
Ambos tipos de cambio, protedlisis y modificaciones entre las especies de calcio
presentes en la matriz, son mds acentuados al principio que al final de la maduracion
provocando que la textura varie principalmente en esa etapa (Creamer y Olson 1982,

Pollard 2003, Lucey 2003; Hassan y col., 2004, Lucey y col., 2005)

Los cambios de color que se producen en el queso durante la maduracién
generalmente se atribuyen a un cambio en el grado de hidratacion de las caseinas, que
altera las propiedades de dispersion de la luz (Paulson y col., 1998; Rudan y col., 1998).
La disminucién del pardmetro L* con la edad del queso se ha asociado en la variedad
Emmental con la concentracion de los componentes sélidos, debido a la reduccién del
contenido de agua que ocurre durante este proceso (Rohm and Jaron, 1996). Estos
mismos autores, observaron durante la maduracién un aumento en el parimetro b*, y lo
relacionaron también a la pérdida de agua, con la consecuente concentraciéon de lo
materia grasa. El contenido de B caroteno de los quesos, que depende de la alimentacion

del ganado, correlaciona positivamente con el pardmetro b* (Descalzo y col., 2012).

En relacién al sabor y aroma de los quesos, como ya se ha mencionado en las
secciones 4.1 y 4.2, los productos generados durante la protedlisis y la lipdlisis, vy,
fundamentalmente, el catabolismo de los productos de estas reacciones, son los
principales responsables del desarrollo de los mismos en las diferentes variedades de
quesos. Ademds, hay que tener en cuenta la importante contribucién de los productos

generados a partir del metabolismo de la lactosa, el lactato y el citrato (seccion 4.1).
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5. Estrategias tecnoldgicas para acelerar la maduracion: un panorama
general

La maduracion de los quesos es la etapa mds larga dentro del proceso productivo

general. Mientras que los trabajos de transformacion de la leche en cuajada en tina se

miden en minutos, la maduracién se mide en dias, meses o afos (Figura 3). Por esta

razon tiene una gran incidencia sobre el aspecto econdmico, ya que grandes volimenes

del producto se encuentran inmovilizados.

Elaboracion Maduracion
(5-24 hs) (2 semanas a 2 afios)
Leche Cuajada > | Queso Maduro
Preparacion Desarrollo de la
(seleccion, microflora
estandarizacion, caracteristica
pasteurizacion, Metabolismo de la
otros) lactosa y el citrato
Acidificacion Proteolisis
Coagulacion Lipdlisis
Sinéresis Reacciones
(corte, agitacion, secundarias:
secado, coccidn) Catabolismo de acidos
Otras operaciones grasos
Prensado Catabolismo de
Salado aminodacidos
Metabolismo del
Lactato

Figura 3. Esquema general de elaboracién y maduracion de quesos coagulados

enzimdticamente (adaptado de Fox y McSweeney, 2004)

El incremento de la protedlisis y peptidolisis mediante diversas estrategias
tecnoldgicas, ya sea mediante operaciones simples o la aplicaciéon de tecnologias
innovadoras, aparece como muy favorable desde el punto de vista de la aceleracion de
la maduracién, y por consiguiente, de la disminucidn de los costos de produccion de un
alimento de elevado valor agregado (Fox y col., 2000; Zalazar y col., 2006b). Lo que se
busca es reducir un tiempo de espera significativo en el costo del producto, sin alterar la

bioquimica de la maduracion.
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Para aumentar la intensidad de las reacciones de hidrolisis de las caseinas
intactas y de los péptidos provenientes de ellas, se han ensayado diversas metodologias,

algunas de las cuales se citan a continuacion.

5.1 Elevacion de la temperatura de maduracion

El incremento de la temperatura de maduracién es un método simple, capaz de
acelerar el periodo de maduracién de los quesos, con el beneficio potencial de reducir
los costos del almacenamiento refrigerado (O’Mahony y col., 2006). La desventaja de
esta tecnologia es que se corre el riesgo de que se desarrollen microorganismos
indeseables y que se incrementen reacciones no especificas las que pueden dar lugar al
desarrollo de flavours indeseables, ademds de potenciales defectos en la apariencia del
queso, tales como ablandamiento o pérdida de la grana (Fox y col., 1996; Law, 2001).
El queso Reggianito tradicionalmente se madura a una temperatura de 11- 13°C, a una
humedad relativa entre 82 y 85%. Se han realizado estudios elevando esa temperatura
de maduracién (Sihufe y col.,, 2010; Ceruti y col., 2012), que mostraron efectos
promisorios. En efecto, la elevacion de la temperatura de maduracién a 20°C, produjo
un incremento en los productos de protedlisis, verificindose que a los 124 dias los
quesos madurados en esas condiciones, tenian un nivel de protedlisis similar a quesos
controles de 180 dias madurados a 12°C. Ademads algunas caracteristicas sensoriales de
los quesos madurados a mayor temperatura a los 124 dias de maduracién fueron
comparables a las de quesos controles de 180 dias de maduracion (Ceruti y col., 2014).
A pesar de la sencillez de esta estrategia, y de la evidencia aportada hasta el momento
por trabajos de investigacion, no existen antecedentes de su aplicacion a nivel industrial

en la Argentina.

5.2 Adicion de enzimas exégenas

La adicién de enzimas exdgenas, como proteasas, carboxipeptidasas y lipasas es
una metodologia que se ha probado ampliamente (Fox y col., 2000; Law, 2001; El Soda
y Awad, 2003; Kailasapathy y Lam, 2005; Wilkinson y Kilcawley, 2005; Upadhyay y
col., 2006; Azarnia y col., 2011; Sihufe y col., 2011). Se trata de una tecnologia muy
costosa, ya que en general la pérdida de las enzimas en el suero es elevada (Upadhyay

& McSweeney, 2003; Wilkinson & Kilcawley, 2005).
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Hasta la fecha, los mejores resultados se han obtenido con lipasas, aplicadas en
la industria quesera para acelerar la maduraciéon de quesos duros, con resultados
satisfactorios (Fox y col., 2000; Law, 2001; El Soda y Awad, 2003; Wilkinson y
Kilcawley, 2005; Di Cagno y Gobetti, 2011; Kilcawley y col., 2012).

Por el contrario, las proteasas no han tenido mayor aceptacién, ya que pueden
causar defectos en el patrén de protedlisis, llevando a la producciéon de péptidos
indeseables, sabores amargos, y por lo tanto modificando el flavour y la textura normal
de los quesos (El Soda y col., 2003; Wilkinson & Kilcawley, 2005).

Se le ha otorgado especial atencién al agregado de plasmina exdgena, ya que al
ser una enzima nativa de la leche se espera que no altere los perfiles habituales de
protedlisis sino que solo los intensifique (Bastian y Brown, 1996; Fox y col., 2000b). En
efecto, se ha observado que el agregado de plasmina exdgena a la leche, produjo un
incremento de la protedlisis primaria en quesos Cheddar (Farkye y Fox (1992),
Mozzarella (Sommers y col.,, 2002) y Smear cheese (O’Farrel y col., 2002). Otra
estrategia consiste en lograr un aumento de la concentraciéon de plasmina en el queso
por medio de la activacién del plasmindgeno, agregando uroquinasa. Esta técnica ha
sido ensayada sobre quesos Suizos (Bastian y col., 1997) y Cheddar (Barret y col.,
1999; Milesi y col. 2008a), conduciendo a un aumento de la protedlisis primaria. Rippel
y col. (2004) lograron estimular la actividad del activador del plamingeno por medio
de o-lactoalbumina nativa, y por B lactoglobulina desnaturalizada. También se ha
probado la adicién de estreptoquinasa, una proteasa exocelular producida por el
Streptococcus uberis, que forma un complejo con el plasmindgeno que induce a un
cambio conformacional que activa la plasmina sin mediar una escision proteolitica
(Johnsen y col., 2000). Esta enzima, adicionada a la leche antes de la elaboracién de
queso Cheddar, también ha demostrado ser capaz de activar el plasminégeno (Upadhyay
y col., 2004b). En este caso se observo una aceleracion de la protedlisis primaria, lo que
se evidencid por un incremento en el nitrogeno soluble a pH 4,6 y en la hidrdlisis de la B
caseina. La adicion de plasmina exdgena o la activacion de plasmindgeno para acelerar
la maduracién se mantiene a nivel de investigacion, ya que por el momento es muy

costosa.
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5.3 Utilizacion de fermentos adjuntos

El uso de fermentos adjuntos, en general compuestos de bacterias lacticas vivas
o atenuadas que actian fundamentalmente sobre los péptidos de mediano y pequefo
tamafo, para producir cantidades incrementadas de oligopéptidos y aminodcidos libres,
es una estrategia que se utiliza para acelerar la maduracion de los quesos (Fox y col.,
2000; Law, 2001; El Soda, 2003; Hynes y col., 2003; Hynes y col., 2005; Zalazar y col.,
2006b, Milesi y col. 2008b, Milesi y col., 2010; Burns y col., 2012). En este sentido, se
ha descripto como el empleo de cepas seleccionadas de lactobacilos mes6filos aumenta
la concentracién de aminoécidos precursores de aroma, mejorando las caracteristicas del

queso.

6. La aplicacion de altas presiones hidrostaticas (APH)

El tratamiento con altas presiones hidrostiticas (APH) sobre el queso recién
elaborado es una estrategia que puede ser utilizada para acelerar la protedlisis. (Messens
y col., 1999; Trujillo y col., 2000; Saldo y col., 2001; O’Reilly y col., 2002; Sheehan y
col., 2005; Martinez-Rodriguez y col., 2012).

En la presente tesis, una de las estrategias que se aplican para acelerar la
maduracion del queso Reggianito es la aplicacion de altas presiones hidrostaticas
(APH). Por esta razén, se dedica un apartado completo de la introduccién a esta
tecnologia, haciendo énfasis sobre los efectos reportados en la literatura sobre la leche y

los quesos.

6.1 Aplicacion de APH en alimentos

En los tdltimos afios, la demanda de productos saludables y de conveniencia ha
aumentado de manera considerable. El consumidor moderno requiere alimentos que
sean inocuos y nutritivos, libres de aditivos, con buen sabor y con larga vida qtil. Estos
cambios en el consumo, impulsaron la investigacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias de conservacion de alimentos, las cuales no modifican de manera sustancial
sus atributos sensoriales, nutricionales y funcionales, manteniendo su cualidad de
“frescura”. En este contexto, en las ultimas 3 décadas han surgido las denominadas
tecnologias no térmicas, cuyo principal factor de procesamiento no es la temperatura,
sino otras variables fisicas (presion, campos eléctricos, ondas soOnicas, etc.). Si bien en

las tecnologias no térmicas puede producirse un aumento concomitante de la
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temperatura, el tratamiento no se basa en este efecto, que ademds puede ser mitigado en
el caso de APH mediante refrigeracion. Entre las tecnologias no térmicas podemos
mencionar: los campos eléctricos pulsantes de alta intensidad, los pulsos luminicos, la
irradiacidn, las radiaciones ultravioletas y la tecnologia APH. Considerando el conjunto
de tecnologias no térmicas, la tecnologia APH es la que alcanzé mayor aplicacién
comercial (Patterson y col., 2007; Tewari, 2007; Tao y col., 2014). La tecnologia APH
brinda la posibilidad de contar con productos con caracteristicas mds naturales, con
efecto minino sobre las propiedades sensoriales y nutricionales, libres de
microorganismos patdégenos y con bajos recuentos de microbiota alteradora (Torres y
Velazquez, 2005).

El tratamiento mediante APH consiste en la aplicacion, a un alimento envasado
en un envase flexible y hermético, de una presion constante entre 100 y 900 MPa por
tiempos cortos (normalmente <10 min) y temperaturas en el rango de -40°C a 110°C.
Estas condiciones son las que se utilizan en equipos de laboratorio o planta piloto
mientras que a nivel industrial la maxima presiéon que se aplica es 600 MPa, a
temperatura ambiente o de refrigeracion.

La tecnologia APH comenzé a utilizarse en el siglo XIX y fue aplicada
inicialmente en materiales cerdmicos (Lamballerie - Anton y col., 2002). El primer
estudio del efecto de esta tecnologia en alimentos, fue realizado en 1899 cuando Bert
Hite construy6 un equipo de APH para disminuir la carga microbiana de la leche y otros
alimentos (Hite, 1899). Sin embargo, debido a que esta tecnologia tenia importantes
dificultades para aplicarse y los costos de utilizacion eran elevados, recién en la segunda
mitad del siglo XX (década del *70) se retom6 e incrementd la investigacion sobre su
aplicacion en alimentos (Galazka y col., 2000). En la década de los ‘80 se investigod
fundamentalmente el efecto de las APH sobre la inactivacion de los microorganismos.
El primer producto tratado con APH fue jamén cocido lo cual ocurrié en Japon en el
afio 1990, mientras que el primer producto insertado en el mercado japonés fue una
mermelada de frutillas de la marca Midi-Ya (Thakur & Nelson, 1998). En los afios
siguientes, esta tecnologia fue aplicada sobre distintos productos, existiendo
actualmente a nivel mundial més de 150 productos tratados con APH. Como ejemplo, se
pueden citar: jugos de frutas (UltiFruit®, Francia; PreshaFruit®, Australia, Evolution
Fresh, EEUU, BluePrintJuices), jugos orgdnicos, te y batidos (Suja, EEUU),

mermeladas, jamén cocido/curado (Espufia y Campofrio, Espafia, Hormel, EEUU;
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Vismara, Italia), carnes listas para consumir (Hormel y Perdue, EEUU, Maple Leaf,
Canadd), pescados y mariscos; cortes de pollo y pavo (Campofrio, Espafia),
hamburguesas y salchichas (Fressure, Cargill, EEUU), guacamole, salsas y aderezos
(Fresherized Food, EEUU; Verfruco, Mexico), platos preparados, como ensaladas a
base de legumbres y verduras, con carne, pollo y pescados, sopas, cremas, platos a base
de pastas o arroz con verduras; y dentro de los productos licteos se pueden mencionar
cremas de quesos y rellenos para sindwiches (Rodilla, Espaiia), salsas para ensaladas y
untables, bebida en base a calostro (Col+, Nueva Zelanda), yogures, bebidas
probidticas, snaks con jamoén y queso (Duetto Deli Snack, Deli24, Reino Unido).

En general, las APH a temperaturas bajas o moderadas producen la inactivacion
de microorganismos vegetativos y enzimas, sin modificar en forma importante los
atributos sensoriales y las propiedades nutricionales (particularmente vitaminas) del
producto. Su caracteristica mds importante es la preservacion de la “frescura” del
alimento. Ademads, los tratamientos con APH permiten duplicar o triplicar la vida ttil de
los alimentos respecto a los tratamientos convencionales de preservacion (Welti-Chanes
y col., 2004). Los volimenes producidos son adn bajos y el costo de inversién es
todavia elevado. Sin embargo, la tecnologia de APH genera un menor consumo de
energia que las tecnologias convencionales de procesamiento térmico, por lo que los
productos tratados con altas presiones resultan competitivos a nivel comercial (Garriga
y col., 2004). En el pasado, debido a la baja disponibilidad de equipos APH en el mundo
y a los escasos productos procesados por esta tecnologia, la comercializaciéon fue
enfocada a productos alimenticios con un alto valor agregado. Sin embargo, debido al
rapido desarrollo de esta tecnologia y a la alta aceptaciéon y demanda de estos productos
por los consumidores, cada vez mds productos procesados con APH estdn actualmente
disponibles en supermercados y mercados locales, reduciendo considerablemente su
costo (Bermudez-Aguirre et. al., 2011). Dependiendo de los pardmetros operativos y de
la escala de produccién (tamafio de los equipos), los costos de aplicacion de esta
tecnologia estdn en el rango de U$S 0,05 a 0,5 por litro o kilo de producto (Rastogi y
col., 2007). Por ejemplo, para productos carnicos “listos para consumir”, el costo del
tratamiento por altas presiones en condiciones de procesamiento comercial (585 MPa, 3
minutos, carga del cilindro del 50%) ronda entre US$ 0,08 y 0,22 por kilogramo, lo que
hace a esta tecnologia conveniente para una gran variedad de productos (Hernando-

Sainz et al., 2008).
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La presion puede afectar las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las
proteinas (Hong y col., 2006). Sin embargo, ese efecto depende del nivel de presion
aplicado (Balny y col., 1993).

Debido a los cambios en la conformacién de las proteinas, los tratamientos con
APH modifican la funcionalidad de las mismas, induciendo efectos especificos en la
textura y estructura de los alimentos. En consecuencia, su aplicacion permite el
desarrollo de nuevos productos y la optimizaciéon de procesos convencionales de la
industria de los alimentos (Hugas y col., 2002; Torres y Velazquez, 2005; Devi y col.,
2013).

6.2. Principios basicos

Esta tecnologia se basa en tres principios: el principio de Le Chatelier, el
principio isostdtico y el principio de reordenamiento microscopico.

El principio de Le Chatelier postula que cuando un sistema en equilibrio es
alterado, el sistema responde de una manera que tiende a minimizar esta alteracion
(Norton y Sun, 2008). En el caso de las altas presiones, el principio se puede interpretar
en términos de la relacion entre la presion y el volumen. Esto significa que la presion
afecta los fendmenos que resultan en una modificacion del volumen, como por ejemplo
el cambio en la conformacion de las macromoléculas. Cualquier fenémeno (por
ejemplo, cambio de fase, cambio en la configuraciéon molecular, reaccién quimica) que
se acompafia de una disminucién del volumen serd mejorado por la presion y viceversa
(Tao y col., 2014).

El principio isostético, postula que la presion se transmite en forma instantdnea y
uniforme a través del alimento, siempre que el mismo esté en contacto con el medio que
transmite la presion. En consecuencia, el tiempo de tratamiento es corto y ademads es
independiente de la forma y del tamafio de la muestra (Cheftel y Culioli, 1997).

El tercer principio se basa en el reordenamiento microscopico y postula que a
temperatura constante, un incremento de presién induce un aumento del grado de
ordenamiento de las moléculas de una sustancia dada (Heremans, 1989).

Si un producto alimenticio contiene suficiente humedad, la presién no lo dafiard
a nivel macroscépico, siempre y cuando la presion se aplique de manera uniforme en
todas las direcciones. Esto puede describirse con el siguiente ejemplo: una uva se puede

aplastar ficilmente al presionarla entre los dedos y ejerciendo presion a lo largo de un
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eje. En cambio, si la uva estd expuesta a una presion uniforme sumergiéndola en agua
en el interior una botella sellada flexible, esta mantiene su forma independientemente de
lo fuerte que la botella se apriete. En este caso, la presion transmitida desde la pared de
la botella a través del agua se aplica uniformemente alrededor de la fruta. De manera
similar, la presién no produce dafio en la mayoria de los alimentos procesados por alta
presion, siempre y cuando el alimento no tenga una estructura porosa. Las burbujas de
aire colapsan por efecto de la presion debido a las diferencias entre la compresibilidad
del aire y el agua, y a menos que el alimento sea perfectamente eldstico y contenga al

aire, este no recuperard su tamaiio y forma originales (Balasubramaniam y col., 2008).

6.3 Efecto de las APH sobre los componentes de los alimentos y sobre los
microorganismos

En general, las uniones covalentes no son afectadas por el proceso de APH a
excepcion de los grupos sulfhidrilos. Por esta razon, los compuestos de bajo peso
molecular como vitaminas y componentes de aroma y sabor, no se alteran a presiones
normalmente utilizadas (<1000 MPa). La formacién de enlaces de hidrégeno se
estabiliza por APH, ya que esto conduce a la disminucién de volumen. La modificaciéon
de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, que son las fuerzas més grandes que
mantienen la estructura terciaria de las proteinas, es acompafiada por importantes
cambios de hidratacién, los cuales se supone que son las razones principales de la
disminuciéon de volumen asociada a la desnaturalizacion de proteina. Como
consecuencia, las APH modifican las macromoléculas tales como las proteinas,
provocando cambios en sus estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias alterando
la estructura celular hasta cierto punto, y afectando las proteinas de la membrana y la

conformacién de lipidos y actividad de enzimas (Marcos y col., 2010).

El tratamiento con APH inactiva los microorganismos interrumpiendo las
funciones celulares responsables de la reproduccién y sobrevida. El principal dafio se
produce en la membrana, en la cual ocasiona una alteracién en su integridad,
disminuyendo su fluidez, lo que afecta el transporte de nutrientes hacia el interior de la
célula y de desechos afuera de la misma. Ademds, la muerte celular puede producirse
por alteraciones irreversibles en componentes celulares esenciales para el crecimiento y

la reproduccién (Torres y Velazquez, 2005; Tao y col., 2014). Por lo general, niveles de
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presion moderadas (10-50 MPa) disminuyen la velocidad de reproduccién y crecimiento
de los microrganismos, mientras que altas presiones (generalmente > 300 MPa) a
temperaturas bajas o ambiente producen inactivacion de células vegetativas. El efecto
ocasionado por el tratamiento con APH, ademds de las condiciones de presurizacion
utilizadas (velocidad de compresion, presion, tiempo, temperatura) dependerd de la
matriz alimentaria, ya que ciertas caracteristicas del alimento, como pH, actividad
acuosa (ay), contenido proteico, presencia de ciertos cationes, influyen sobre el efecto
de la alta presion sobre la inactivacion de los microorganismos. En este sentido, se ha
visto que utilizando el mismo tratamiento APH (700 MPa por 30 min a 20°C) se
produjo una reduccion de la Escherichia coli O157:H7 de 6 ciclos logaritmicos en
buffer fosfato salino y de 4 ciclos logaritmicos en carne de pollo, mientras que en leche
UHT, la reduccién resulté menor a 2 ciclos logaritmicos (Patterson y col., 2007). En
general, la susceptibilidad de los microrganismos al tratamiento con APH es mayor en
alimentos con pH bajo y a, elevada. Por otro lado, la composicién de los alimentos
modifica el efecto del tratamiento con APH sobre los microorganismos, ya que
componentes como la grasa, proteinas, azicares, sales y minerales parecen ejercer un
efecto baroprotector, incrementando la resistencia de los microorganismos al efecto de
la presion, lo que explica el menor efecto inhibidor del tratamiento con APH observado
en la carne de pollo y en la leche en el ejemplo descripto en el parrafo anterior. También
es variable la respuesta al tratamiento con APH dependiendo del tipo de
microorganismo (género, especie, cepa). Se sabe que la resistencia aumenta en el
siguiente orden: células vegetativas<hongos y levaduras<virus<esporas de bacterias

En las bacterias, las Gram negativas son menos resistentes que las Gram
positivas, debido principalmente a las diferencias en su pared celular (Tao y col., 2014).
En cuanto a la fase de crecimiento de los microorganismos, las células en estado de
crecimiento exponencial son més susceptibles al tratamiento con APH que las células en
fase estacionaria (Trujillo y col., 2002; Tao y col., 2014).

Debido a que las levaduras son generalmente sensibles al tratamiento con APH,
y que un pH dcido también incrementa la sensibilidad de los microorganismos al
tratamiento con APH, esta tecnologia es muy utilizada para el tratamiento de jugos,
salsas y puré de frutas.

Las esporas de bacterias son muy resistentes a las APH, por lo que se requiere

un tratamiento muy intenso, superior a 800 MPa (a temperaturas bajas o ambiente) para
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lograr su inactivacion. Combinando el tratamiento APH con altas temperaturas
(tratamientos térmicos asistidos por altas presiones, en inglés pressure assisted thermal
sterilization PATS) es posible mejorar la efectividad sobre la inactivacion de las
esporas, aunque en estos procesos el mayor efecto letal seria de naturaleza térmica (Tao

y col., 2014)

6.4. Equipos y descripcion del proceso APH

Los sistemas APH disponibles a nivel industrial pueden ser discontinuos (batch)
o semi-continuos. El procesamiento discontinuo (Figura 4) es el que se aplica
mayoritariamente y se utiliza para el tratamiento de alimentos sélidos, envasados en
envases flexibles y herméticos, y alimentos liquidos contenidos en botellas o pouches de
material plastico. El sistema semi-continuo se utiliza a nivel industrial exclusivamente
en la pasteurizacion de jugos de productos frutihorticolas, aplicindose el tratamiento del
producto a granel (Tao y col., 2014).

El sistema de APH utilizado en este trabajo de tesis fue un equipo Stansted Fluid
Power Ltd. High Pressure Iso-Lab System, modelo FPG9400:922 (Stansted, Reino
Unido) de escala laboratorio, que opera en forma discontinua y dispone de cuatro partes.

Cada una de las ellas se describe a continuacion.
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Figura 4: Sistema batch de Altas Presiones Hidrostaticas (adaptada de Somerville, 2009).

Modulo de control

El médulo de control consta de una computadora que dispone de un PLC con
software SCADA para el control automético del equipo (Figura 5). En la interfase del
sistema SCADA se ingresan las condiciones de operacion (velocidad de compresion,
presion de trabajo, tiempo de mantenimiento a la presion de trabajo, temperatura de la
camisa de intercambio de calor del cilindro, temperatura del intercambiador de calor) y
datos de la muestra.

El sistema también controla la operacién de los médulos de refrigeracion y de
calefaccion, permitiendo acondicionar la temperatura del cilindro (dispone de una

camisa de intercambio de calor) y la temperatura del fluido de presurizacion al ingresar
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al cilindro (el equipo dispone de un intercambiador de calor). El sistema SCADA
también controla el funcionamiento de cada parte del equipo, la apertura y cierre de
valvulas, monitorea las principales variables del proceso y las almacena en el disco
rigido de la computadora. El procesamiento posterior de esos datos permite obtener

graficos presidn-tiempo y temperatura-tiempo.

Figura 5. Imagen correspondiente al médulo
de control del equipo APH Stansted Fluid
Power Ltd. High Pressure Iso-Lab System
modelo FPG9400:922.
Moddulo de refrigeracion y sistema de calefaccion
Permite acondicionar la temperatura del cilindro a temperaturas de refrigeracion
o subcero (hasta -10°C). Por el médulo de refrigeracion (Figura 6) recircula una mezcla
de agua y etilenglicol, la cual refrigera a través de un serpentin, el fluido de intercambio

(mezcla de agua y propilenglicol) almacenado en el tanque de acondicionamiento

térmico ubicado en el mdédulo de servicio del sistema.

Figura 6. Imagen correspondiente al médulo de
refrigeraciéon marca Euro Chiller, acoplado al
equipo APH. 34
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A su vez, el fluido de intercambio recircula entre el tanque de
acondicionamiento y la camisa de intercambio de calor del cilindro de alta presién. En
el caso que se quiera calefaccionar el cilindro, se calienta el fluido de intercambio

mediante resistencias eléctricas ubicadas en el tanque de acondicionamiento.

Modulo de prensa

El médulo de prensa dispone de un cilindro encamisado en el cual ingresa el
fluido de transmision de la presion (agua, aceites de siliconas, mezclas de agua y
alcoholes o agua y aceites) (Figura 7a). El fluido de presurizacion utilizado en este
trabajo fue una solucién de propilenglicol (al 30% v/v) en agua. Segin se indicé antes,
en la camisa de intercambio de calor del cilindro de alta presion también circula una
mezcla de agua y propilenglicol.

En el interior del cilindro se coloca la canasta de aluminio de paredes perforadas
donde se introduce el alimento envasado en un envase flexible (Figura 7b). La presion
maxima de operacion del equipo es de 900 MPa vy el cilindro posee una capacidad de 2

litros.

o
o
=
=
>
o

Figura 7. Mdédulo de prensa del equipo APH Stansted Fluid Power Ltd. High Pressure
Iso-Lab System modelo FPG9400:922. a- Cilindro de alta presion encamisado; b-
Canasta de aluminio para carga del alimento envasado en el cilindro del equipo APH
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Modulo de servicio

Contiene las distintas bombas de precarga y elevacion de la presion, los

intensificadores de presion, las védlvulas de descompresion y el tanque de

acondicionamiento térmico del cilindro de alta presion (Figura 8).

Figura 8. Imagen correspondiente al médulo de servicio
del equipo de APH Stansted Fluid Power Ltd. High
Pressure Iso-Lab Svstem modelo FPG9400:922.

La operacidn discontinua o batch se aplica en seis etapas:

1.
2
3.

Carga del alimento envasado en los canastos del sistema APH.

Carga de canastos en el cilindro de alta presion.

Aumento de la presion hasta la condicion de operacion
(compresion).

Mantenimiento de la presion de operacion (tiempo de mantenimiento
o holding).

Descompresion.

Descarga de canastos.

En el caso del sistema APH utilizado en el trabajo de tesis, el proceso se inicia al

introducir el queso envasado al vacio (en bolsas de pelicula Cryovac BB2800CB;

permeabilidades: O, 30 cm’® m? 24hs™ bar'l; CO, 150 cm’m? 24 hs™ bar'l; vapor de

agua 20 g 24 hs! m'z, Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina) en la canasta de

aluminio (Figura 7b), la que luego se introduce en el cilindro encamisado (Figura 7a).

Posteriormente, se cierra el contenedor del cilindro y se da inicio al proceso a través del

modulo de control. En forma automadtica la bomba de precarga comienza a llenar el
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cilindro de alta presion con el fluido de presurizacion y posteriormente los
intensificadores comienzan a elevar la presion hasta alcanzar la presién de trabajo
programada. Esta etapa de elevacion de la presion se denomina etapa de presurizacion o
compresion y el tiempo que demanda se lo denomina tiempo de presurizacion,
compresion o come up time. Una vez que se alcanza la presiéon de trabajo se mantiene
ese valor durante el tiempo establecido (tiempo de mantenimiento o holding time). Una
vez finalizado el tiempo de mantenimiento de la presion, el equipo comienza a vaciar el
liquido del recipiente descomprimiendo en dos o mds etapas, hasta alcanzar la presion
atmosférica. Posteriormente, cuando el sistema SCADA habilita la apertura del
contenedor del cilindro, se puede retirar el cierre electrénico, abrir la tapa y retirar la
canasta de aluminio con el alimento ya tratado.

El tiempo total del proceso (cycle time) comprende: el tiempo de compresion o
presurizacion, el tiempo de mantenimiento de la presion y el tiempo de descompresion.
En el sistema APH utilizado en este estudio se puede modificar el tiempo de compresion
(variando la velocidad de presurizacién) y el tiempo de mantenimiento, pero no el
tiempo de descompresion, porque la velocidad de descompresion no se puede modificar

(definida por default por la firma fabricante del sistema).

6.5. Efecto de la tecnologia APH sobre la calidad de leche y quesos.

Como ya se ha mencionado, en 1899 se realizaron las primeras experiencias con
el uso de altas presiones para inactivar microorganismos y asi prolongar la conservacion
de la leche (Hite, 1899). En esas primeras experiencias, ya fue posible reducir en seis
ordenes decimales el recuento microbiano de la leche, por medio de un tratamiento a
689 MPa durante 10 min a temperatura ambiente. Sin embargo, la falta de
disponibilidad de equipos adecuados obstaculiz nuevas investigaciones hasta la
segunda mitad del siglo XX. En leche y productos lacteos, los primeros estudios

comenzaron a partir del afio 1990. Los principales resultados se detallan a continuacion.

6.5.1 Aplicacion de APH a la leche

6.5.1.1. Efecto sobre los componentes

Proteinas

37



Introduccion

Las caseinas resultan ser el componente de la leche mds afectado por el
tratamiento con APH. El tratamiento provoca la disrupciéon de las micelas con la
consecuente formacion de micelas de menor tamafio (Needs y col., 2000; Trujillo y col.,
2002; Huppertz y col., 2006a). Este efecto se incrementa en el rango de presiones entre
200 a 400 MPa, mientras que a presiones mayores a 400 MPa, la disrupcion de las
micelas de caseina es completa. En tratamientos prolongados (por encima de los 60
min) a 250 y 300 MPa se inform¢ la formacion de agregados de caseinas, pero esto no
fue confirmado a presiones entre 350 y 400 MPa (Huppertz y col., 2006a). Huppertz y
col. (2007) proponen que existe un fendmeno de disrupcién y re-asociacion de las
micelas de caseinas cuando son sometidas al tratamiento APH. La disrupcién puede ser
debida a que el tratamiento APH induce una solubilizacién del fosfato de calcio
coloidal, ocasionado por un cambio negativo de volumen, como consecuencia de un
arreglo mds compacto de las moléculas de agua alrededor de los iones cargados,
llevando a un incremento de la solubilidad de los iones (Huppertz y col., 2002). El agua
experimenta una reducciéon de volumen de aproximadamente un 4% cuando se
encuentra a 100 MPa, llegando al 15% cuando la presion aumenta a 600 MPa a
temperatura ambiente (Cheftel, 1995). La re-asociaciéon de las micelas de caseina en
tratamientos prolongados a 200 — 300 MPa puede ser debido a que la alta presién a su
vez, provoca un incremento de la hidrofobicidad superficial, lo que induce la asociacién
de las micelas en agregados de forma irregular (Huppertz y col., 2006a). Para que se
produzcan los agregados micelares, es necesaria la presencia de nucleos de fosfato de
calcio micelar. Por encima de 300 MPa no ocurre re asociacion, debido a que a esas
presiones, disminuye la cantidad de fosfato de calcio micelar (Huppertz y col., 2007).

En cuanto a las proteinas del suero, se ha observado que la a-lactoalbimina es
mas resistente a los tratamientos con APH que la B-lactoglobulina. Esto se debe a que la
a-lactalbimina presenta una estructura mds compacta, debido a la presencia de un
mayor nimero de uniones disulfuro (Huppertz y col., 2006a). La B-lactoglobulina
resulta afectada a partir de los 200 MPa, observdndose un aumento en la velocidad de
agregacion. La a-lactalbimina se desnaturaliza a partir de los 500 MPa, al igual que las
inmunoglobulinas (Devi y col., 2013). La albimina de suero bovino (BSA) se
desnaturaliza a presiones superiores a 400 MPa. Esta baroestabilidad se debe a que
posee una estructura muy rigida debido a la presencia de 17 uniones disulfuro intra

molecular (Huppertz y col., 2006).
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Grasa

El tratamiento con APH modifica el tamaio y la cantidad de los glébulos grasos
de la leche. En leche de oveja, se demostré que el tamafio de los glébulos grasos
resultaba modificado por presiones superiores a S00 MPa. El tratamiento con APH a 25
y 50°C mostré una tendencia a incrementar el nimero de glébulos grasos de tamaifio
reducido, de entre 1 y 2 um. (Gervilla y col., 2001, Trujillo y col., 2002). En ese mismo
estudio, se verific6 que los tratamientos entre 100 y 500 MPa a 4, 25 y 50°C no
incrementaron el contenido de 4cidos grasos libres, lo que sugirié que la membrana de
los glébulos grasos no resulté dafiada por el tratamiento con APH (Huppertz y col.,

2002).

Lactosa

En cuanto a la lactosa, se ha informado que no resulta afectada por el tratamiento
con APH a presiones entre 100 y 400 MPa, durante 10 — 60 min, a 25°C (Lo6pez-
Fandifio y col., 1996)

Componentes minoritarios

Como ya se ha mencionado, a diferencia de los tratamientos térmicos, en los
cuales son afectados tanto las uniones covalentes como las no covalentes, el tratamiento
con APH a temperatura ambiente o moderada sélo rompe uniones no covalentes (puente
de hidrégeno, uniones hidrofébicas, uniones idnicas). Por lo tanto, las moléculas
pequefias presentes en la leche, como vitaminas, aminoécidos, azucares simples o
componentes del flavour permanecen inalteradas luego del tratamiento (Cheftel, 1995).
En un estudio realizado por Sierra y col. (2000) se observé que el tratamiento de la
leche a 400 MPa por 30 min a 25°C no produjo pérdidas significativas en el contenido

de vitaminas B; y Bg

6.5.1.2 Efecto sobre las Enzimas

Existe evidencia de que la aplicaciéon de presiones hidrostiticas bajas o
moderadas (entre 100 y 400 MPa) puede incrementar la actividad de enzimas (Anese y
col., 1995; Cano y col, 1997), mientras que presiones superiores pueden inactivarlas
(Gomes y Ledward, 1996; Goodner y col., 1998, Huppertz y col., 2004). La activacion o

inactivacion de las enzimas, depende de cambios directos en su estructura, en el
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mecanismo de reaccion -por ejemplo, un cambio en la velocidad de reaccion de un paso
limitante para que la enzima actie-, o cambios en el sustrato -que afecten, por ejemplo,
el sitio de unién de la enzima, o que limite el desarrollo de algin paso limitante para su
activacion. A su vez, el tratamiento con APH, produce la compresion del solvente, lo
que puede conducir a un aumento de la velocidad de reaccién. Contrariamente, esa
compresion de solvente aumenta la viscosidad de medio, lo que va en detrimento la
velocidad de reaccion en sistemas heterogéneos (Eisenmemenger y col., 2009).

La plasmina ha demostrado ser altamente baroestable. Diluyendo la enzima en
buffer, y aplicando presiones entre 100 y 800 MPa a 25°C durante 5 min, se verificé que
su actividad no fue afectada por ningin tratamiento (Malone y col., 2003). Mientras que
en la leche, se ha visto una actividad reducida a presiones mayores a 400 MPa (Scollard
y col., 2000a, b; Garcia-Risco y col, 2000, 2003; Huppertz y col., 2003). Tratamientos a
presiones superiores de 600 MPa durante mas de 10 min, produjeron una reduccion de
la actividad de la plasmina igual o mayor que el 70% (Scollard y col., 2000b; Huppertz
y col. 2003). Scollard y col (2000a) observaron en experiencias realizadas en buffers
que la adicion de B- lactoglubulina produjo un aumento de la susceptibilidad de la
plasmina a la inactivacion, lo que explicaria la mayor barorresistencia demostrada por
Malone y col. (2003) cuando aplicaron APH a la enzima pura diluida en un medio
buffer. Si bien no se ha informado un incremento en la actividad de la plasmina en leche
debido al tratamiento con APH, algunos autores han observado un aumento de los
valores del nitrogeno soluble a pH 4,6, o una mayor degradacion de las caseinas By ag
luego del tratamiento con APH, sustratos preferenciales de esta enzima (Garcia-Risco y
col., 2003; Scollard y col., 2000b). Esto puede deberse a la combinacién de la
baroestabilidad de la plasmina con los intensos cambios provocados en las caseinas por
el tratamiento con APH, los que puede facilitar la accién de esta enzima sobre las
moléculas de caseina. Asimismo puede significar cambios diferenciados en los distintos

componentes del sistema de activadores e inhibidores de la enzima.

6.5.1.3 Efecto sobre los microorganismos

En leche, se han realizado varios estudios de inactivacion de microorganismos
patégenos y alteradores (Escherichia. coli, Listeria innocua, Pseudomona fluorescens,
Lactobacillus helveticus, Staphylococcus aureus), naturalmente presentes o inoculados,

los cuédles demostraron que es posible obtener leche “cruda” con condiciones
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microbioldgicas comparables a una leche pasteurizada de forma térmica (72°C-15 s)
cuando se aplican presiones entre 400 y 600 MPa. (Capellas y col., 1996; Mussa y
Ramaswamy, 1997; Buffa y col., 2001a; Guamis y col., 2005). Pero no es posible
obtener leche esterilizada, debido a la resistencia de las esporas bacterianas a esas

presiones, excepto que se combinen los tratamientos APH con altas temperaturas.

6.5.2. Produccion de quesos con leche tratada con APH

Como se ha mencionado en la seccidn anterior, el tratamiento con APH puede
ser utilizado para asegurar la calidad microbioldgica de la leche que se utilizard para la
elaboraciéon de los quesos, ya que presenta sobre los microorganismos patdgenos y
alteradores un efecto comparable a la pasteurizacion térmica. También se ha
mencionado que el tratamiento con APH de la leche, causa modificaciones en las
proteinas presentes en la misma, tales como desnaturalizacion de las proteinas solubles,
disrupcién de las micelas de caseina, y alteraciéon del equilibrio mineral. Teniendo en
cuenta esto, se han realizado estudios para evaluar el efecto del tratamiento con APH
sobre la aptitud casearia de la leche, y sobre las caracteristicas de los quesos elaborados

con leche tratada con APH.

El tiempo de coagulacion de la leche luego de la adicién del cuajo es afectado
por el tratamiento con APH. Zobrist y col. (2005) demostraron que la aplicaciéon de
tratamientos a 100 y 250 MPa a leche descremada redujo significativamente el tiempo
de coagulaciéon comparado con el de muestras no tratadas. A su vez, la aplicacién de un
nivel de presiéon de 400 MPa no produjo diferencias con el control, mientras que un
nivel de presion de 600 MPa aumenté significativamente el tiempo de coagulacion. El
efecto del tratamiento con APH sobre el tiempo de coagulacion, se postulé que sucedia
por dos mecanismos diferentes: la disrupcion de las micelas de caseina, y la
desnaturalizacion de las proteinas del suero (Huppertz y col., 2005). Se considera que a
presiones entre 100 y 300 MPa, predomina el primer mecanismo, debido a que se
produce una disociacion de las moléculas de caseina k desde las micelas,
desestabilizando la suspension coloidal y favoreciendo la coagulaciéon (Needs y col.,
2000; Huppertz y col., 2005; Zobrist y col., 2005). A presiones mayores a 400 MPa, se

cree que predomina el segundo mecanismo, por el cual la [-lactoglobulina
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desnaturalizada, se asocia a micelas de caseina, incrementando el tiempo de coagulacién
de manera similar a lo que ocurre a causa del tratamiento térmico. A presiones de 600
MPa, se postula que el tiempo de coagulaciéon aumenta como consecuencia de la
disrupcién de las micelas de caseina que lleva a una mayor drea disponible para
interactuar con las proteinas de suero desnaturalizadas (Needs y col., 2000; Zobrist y
col., 2005). En leche de cabra tratada a 500 MPa, también se observo un aumento del
tiempo de coagulacidn, lo que fue asociado a este mecanismo (Buffa y col., 2001b)

En varias investigaciones, se verificé que el tratamiento con APH produjo un
incremento en la firmeza del codgulo y en la velocidad a la cual esta se adquiere (Needs
y col., 2000; Buffa y col., 2001b; Huppertz y col., 2005; Zobrist y col., 2005). Este
efecto se ha atribuido a una mayor drea disponible en las micelas para interaccionar

entre si como consecuencia de la disrupcidn.

Por otro lado, el tratamiento de la leche con APH previo a la elaboracién de los
quesos produjo un mayor rendimiento quesero comparado con quesos elaborados con
leches no tratadas (Trujillo y col., 1999; Huppertz y col., 2004; San Martin-Gonzélez y
col., 2007; Voigt y col., 2012). Los quesos elaborados con leche tratada con APH
presentaron ademds mayor contenido de humedad y menor pérdida de proteinas en el
suero. Este efecto fue atribuido a la incorporacién en la cuajada de proteinas solubles
desnaturalizadas por accién de la presion (Huppertz y col., 2004). En cuanto al mayor
contenido de humedad, esto puede deberse a que el tratamiento con APH produjo una

mayor hidratacion de las micelas de caseina.

En relacidn a la textura, estudios de compresion uniaxial realizados por Buffa y
col. (2001c) en quesos de cabra elaborados con leche tratada con APH (500 MPa, 15
min), demostraron que los quesos tratados con APH fueron mds firmes y menos
fracturables que los quesos elaborados con leche pasteurizada térmicamente, pero no se
diferenciaron de los quesos elaborados con leche cruda. Las diferencias fueron menos
notables al final de la maduracién. En este mismo trabajo, se estudié la microestructura
de los quesos, y se observo que los quesos tratados con APH presentaron una estructura
mads regular y una matriz proteica mds compacta, con glébulos grasos mds pequefios y

uniformes que los quesos elaborados con leche cruda.
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En un estudio realizado en queso Cheddar elaborado con leche tratada con APH
(400 y 600 MPa, 10 min), en el cual la textura fue analizada a través de un ensayo de
TPA, se observd que los quesos elaborados con leche tratada a 400 MPa presentaron a
los 21dias de maduracién mayores valores para todos los pardmetros evaluados (dureza,
gomosidad y masticabilidad) con respecto a los elaborados con leche cruda y tratada a
600 MPa. A los 180 dias, los pardmetros evaluados fueron menores en todos los quesos
elaborados con leche tratada a 600 MPa, comparado con los elaborados con leche cruda
y tratada a 400 MPa. Estos quesos elaborados con leche tratada a la mayor presion,
tuvieron mayor protedlisis, por lo tanto los autores atribuyeron a esto los cambios

observados en la textura (Voigt y col., 2012)

En quesos Brie, se observo que los quesos elaborados con leche tratada con APH
(500 MPa 15 min) tuvieron caracteristicas sensoriales diferentes a los elaborados con
leche cruda o pasteurizada térmicamente. No obstante, la calidad sensorial fue
considerada aceptable por el panel (Voigt y col., 2011). Tampoco se encontraron
diferencias sensoriales cuando se compararon quesos de cabra elaborados con leche

cruda, tratada con APH (500 MPa 15 min) o pasteurizada (Buffa y col., 2001d)

6.5.3 Efecto del tratamiento con APH sobre el queso ya elaborado

6.5.3.1 Efecto sobre los microorganismos

En quesos, se ha estudiado el impacto de tratamientos APH luego de la
elaboraciéon sobre los microorganismos patdgenos, microorganismos del fermento y
sobre las NSLAB.

En relacién a los microorganismos patdgenos, la mayoria de los estudios se han
realizado en quesos que se elaboran con leche cruda, en los cuales no se aplica
previamente ningtn tratamiento térmico para eliminar esta microbiota. En estos quesos,
la aplicacion de la tecnologia APH puede ser utilizada para asegurar la inocuidad de los
mismos. En general se ha observado que el tratamiento con APH causa una mayor
inactivacion de microorganismos en quesos de bajo pH y elevada a,, (Martinez -
Rodriguez y col., 2012). Se ha estudiado el efecto del tratamiento con APH sobre la
inactivacion de Staphylococcus aureus, en quesos frescos elaborados con leche cruda

que se consumen con poco tiempo de maduracién. Para ello, se elaboraron quesos con
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leche pasteurizada inoculada posteriormente con diferentes cepas de Staphylococcus
aureus, utilizando una concentracién aproximada del inéculo expresada en log;o UFC/g
de 7,5. Luego de las 24 hs de elaboracidn, los quesos fueron tratados a 300, 400 y 500
MPa durante 10 min a 5 y 20°C. Se observé que la aplicacion de 500 MPa durante 10
min a 5°C fue la mds eficiente para reducir los recuentos a los 30 dias de maduracién, a
valores de 6 = 0,1 y 4,7 £ 0.5 log;o UFC/g dependiendo de la cepa estudiada. Sin
embargo, el tratamiento no produjo efectos sobre la produccién de enterotoxinas
(Lopez-Pedemonte y col., 2007). Gallot-Lavalleé¢ (1998) estudié la eficacia del
tratamiento con APH para inactivar Listeria monocytogenes en queso de cabra
elaborados con leche cruda. En este estudio se observé que un tratamiento de 450 MPa
durante 10 min o 500 MPa durante 5 min a 11°C redujo los recuentos 5,6 ciclos
logaritmicos, sin afectar las caracteristicas sensoriales del queso. También se evalud el
efecto del tratamiento con APH (450 y 500 MPa 10 y 15 min) sobre Listeria innocua en
quesos de oveja elaborados con leche pasteurizada inoculada posteriormente con este
microorganismo (Gervilla y col., 1997). En este caso, se verific6 un mayor efecto
cuando el tratamiento con APH se aplicé a baja temperatura (2°C), comparando con la
aplicaciéon a temperatura ambiente. Capellas y col. (1996) también observaron una
disminucién de 7 ciclos logaritmicos en el nimero de Escherichia coli cuando se
aplicaron tratamientos de 400 y 500 MPa durante 5 y 15 min a queso fresco de cabra.
Estos autores, también verificaron el efecto sobre Staphylococcus carnosus, que es mas
resistente al tratamiento con APH que Escherichia coli. En efecto, el tratamiento que
fue efectivo para inactivar totalmente a Eschericha coli, solo redujo la poblacién de
Staphylococcus carnosus en 2 ciclos logaritmicos. En otro estudio se prob6 sobre este
ultimo microorganismo el efecto de la aplicaciéon de un tratamiento mas severo (500
MPa, 5 min, a 50°C), verificindose una reduccién de 7 ciclos logaritmicos (Capellas y
col., 2000). Sin embargo, el tratamiento a 50°C produjo una textura no aceptable en el
queso. En queso de cabra Ibores, el cual se elabora con leche cruda, se aplicaron
tratamientos a 400 y 600 MPa durante 7 min a los 60 y 90 dias de maduracién del
queso. Se observé que los recuentos de microorganismos mesofilos, Enterobacteriaceae
(indicadores de higiene) y Listeria spp. fueron reducidos luego del tratamiento con
APH, en comparacion con los recuentos observados en los quesos no tratados, siendo
mayor la reduccion en el caso de los quesos tratados a 600 MPa, tanto en los tratados a

los 60 como a los 90 dias de maduracién (Delgado y col., 2013).
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En cuanto a los recuentos de las bacterias del fermento, se ha observado que en
quesos madurados por hongos, en un fermento compuesto por bacterias 4cido l4cticas y
Penicillium roqueforti, el tratamiento con APH (400 y 600 MPa, 10 min, 20°C) produjo
la reduccién de todos los microorganismos presentes, aumentando el efecto letal al
elevar el nivel de presion (Voigt y col., 2010). También fueron observadas reducciones
de los recuentos de bacterias del fermento luego de tratamientos con presiones
proximas o superiores a 400 MPa en quesos Cheddar, con fermentos compuestos por
diferentes cepas de Lactococcus lactis (O’Reilly y col., 2002; Wick y col., 2004;
O’Reilly y col., 2008; Ozturk y col., 2013a; Ozturk y col., 2013b), en quesos de oveja
cuyo fermento estaba compuesto por cepas de Lactococcus lactis, Streptococcus
thermphilus y Lactobacillus bulgaricus (Moschopoulou y col., 2010), en quesos de
cabra en los cuales el fermento estd integrado por diferentes cepas de Lacotcoccus lactis
(Saldo y col., 2000; Novella-Rodriguez y col., 2002) y en quesos Brie en los cuales el
fermento estaba compuesto por un cultivo lactico meséfilo y por Penicillium
camemberti (Calzada y col., 2014). El nivel de presiéon es una variable de gran
influencia en el efecto del tratamiento sobre la carga microbiana. Como ejemplo, en
quesos de oveja se observo que tratamientos a 200 MPa no produjeron una disminucién
del recuento de bacterias mesdfilas totales, en comparacién con los quesos controles, sin
embargo, a 500 MPa se observd una disminucién significativa (Moschopoulou y col.,
2010). También en quesos Cheddar se observé que presiones por debajo de 200 MPa
fueron insuficientes para causar una reduccién significativa del ndmero de
microorganismos del fermento comparado con los controles (Ozturk y col., 2013a, Wick
y col.,, 2004). En comparacion con el efecto del nivel de presion, el tiempo de
mantenimiento de la presion mostr6 poca influencia sobre los recuentos de
microorganismos del fermento (Ozturk y col., 2013a, Wick y col., 2004). En quesos
Cheddar que se elaboraron utilizando diferentes concentraciones de sal, se observé que
al disminuir dicho contenido, se incrementaba el efecto de la presion sobre la reducciéon
de los microorganismos del fermento, lo que se atribuy6 a un aumento de la actividad de
agua al reducir la concentracién de sal, efecto que mejora la eficacia del tratamiento con
APH (Ozturk y col., 2013b). La matriz del queso juega un papel protector sobre el
efecto del tratamiento con APH sobre los microorganismos. Al respecto, se ha

demostrado que aplicando presiones entre 100 y 400 MPa por 20 min a 25°C en buffer
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citrato y en quesos Cheddar, la disminucion de los recuentos fue menor en los quesos

comparado con el efecto observado en buffer (O’Reilly y col., 2002).

En los estudios en los cuales se evalué el efecto de las APH sobre las NSLAB en
diferentes variedades de quesos, también se verificd una reduccién de las mismas,
cuando la presion aplicada fue igual o mayor a 400 MPa (Novella-Rodriguez y col.,
2002, Wick y col., 2004; Rynne y col., 2008; Moschopoulou y col., 2010, Ozturk y col.,
2013). También en quesos de oveja tratados a 300 MPa se observé la reduccion del
recuento de las NSLAB comparando con los quesos controles (Juan y col., 2007). Como
se menciond en la seccidon 4.2.1, en el conjunto de las NSLAB, los lactobacilos forman
el grupo més frecuentemente encontrado en quesos (De Angelis y col., 2001; Beresford

y col., 2003).

6.5.3.2 Efecto sobre la composicion y el pH

El tratamiento con APH no ha afectado el contenido de grasa y proteinas de
distintas variedades de quesos sometidos a diferentes combinaciones de presion y
tiempo de mantenimiento (Messens y col., 1998; Capellas y col.; 2001; Saldo y col.,
2002; Juan y col., 2004; Serrano y col., 2004; Sheehan y col., 2005; Juan y col., 2008;
Rynne y col., 2008; Moschopoulou y col, 2010; Koca y col., 2011; Ozturk y col., 2013
a y b). En la mayoria de esas investigaciones, el contenido de humedad tampoco fue
modificado por el tratamiento con APH. Sin embargo, en un trabajo publicado por Koca
y col., en el cual se aplic6 presiones de 50, 100 200 y 400 MPa por 5 y 15 min la
humedad de los quesos tratados a mayor presion fue mayor al final de la maduracién.
Este mismo efecto fue observado en queso de cabra a los cuales se les aplic6 una
presion de 400 MPa durante 5 min (Saldo y col., 2000) y en quesos de oveja tratados a
400 y 500 MPa durante 10 min (Juan y col., 2007). Estos autores atribuyeron este
mayor contenido de humedad al final de la maduracién en los quesos tratados con APH
a que el tratamiento podria conducir a la formaciéon de una red de proteinas diferente,
que interactia mejor con el agua, por lo que el contenido de agua retenida por la matriz
proteica es mayor, a pesar de partir del mismo contenido de humedad inicial que los
quesos controles. Esto llevaria a pensar que a lo largo de la maduracion, las pérdidas de
humedad serfan mayores en los quesos controles.
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En relacion al pH, varios autores encontraron diferencias atribuibles al
tratamiento con APH. En este sentido, Rynne y col. (2008) informaron que quesos
Cheddar tratados a 400 MPa durante 10 min al dia posterior a la elaboracién, tuvieron
un pH superior a los controles, a lo largo de todo el periodo de maduracién. En este
mismo tipo de queso, se observo un efecto lineal positivo de la presion sobre el pH, al
variar la presion entre 50 y 400 MPa durante 5 y 20 min (Ozturk y col., 2013). Este
mismo efecto fue informado para queso Mozzarella (Sheehan y col., 2005) y queso de
cabra (Saldo y col., 2002) tratados a 400 MPa durante 5 min, y en quesos de oveja
tratados a 300 MPa 10 min (Juan y col., 2008). EIl aumento del pH en los quesos
tratados con APH ha sido asociado a varios factores, entre los que se incluye: 1- un
incremento de la disociaciéon de los grupos ionizables (por ejemplo grupos carboxilos)
de los sistemas proteicos, lo cual cambia la concentracién de hidrogeniones libres, y por
lo tanto el pH; 2- la inactivacion de las bacterias del fermento antes de que se complete
la acidificacion (Sheehan y col., 2005; Rynne y col., 2008). En quesos Gouda tratados a
300 MPa durante 6 min, se observé un aumento de pH el cual revirtié luego de 14 dias
de maduracién, tiempo en el cual el valor de pH de las muestras presurizadas se igual6
al de los quesos controles (Messens y col., 1998). Un resultado similar fue observado
por Garde y col. (2007) en quesos de oveja La Serena elaborados con leche cruda, en los
cuales se aplicé un tratamiento con APH de 300 y 600 MPa durante 10 min. Ellos
encontraron que al inicio de la maduracion, los quesos tratados tuvieron mayores pH
comparados con el control, siendo mayor el efecto en los quesos tratados a 600 MPa,
pero al final de la maduracion, los quesos tratados y controles no se diferenciaron en el
valor del pH. Este efecto reversible fue asociado a una liberacién temporaria de fosfato
de calcio coloidal a la fase acuosa del queso (Messens y col., 1998). En una variedad de
queso Turco semiduro madurado en salmuera, en los cuales se aplicaron diferentes
combinaciones de presion y tiempo (50, 100 200 y 400 MPa por 5 y 15 min) (Koca y
col., 2011) no se observaron cambios en el pH atribuibles al tratamiento con APH. La
misma falta de efecto en el pH debido al tratamiento con APH se observé en queso de
oveja madurado en salmuera (Moschopoulou y col., 2010). Estos autores atribuyen la
falta de efecto al hecho de que el pH de estos quesos es de aproximadamente 4,6. A esos
valores de pH, el fosfato de calcio coloidal es transferido al suero como calcio i6nico
antes del tratamiento con APH, lo que explica la falta de diferencia entre los quesos

tratados y controles. Los mismos valores de pH fueron determinados en los quesos
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estudiados por Koca y col. (2011), lo que explica el igual efecto del tratamiento con
APH. En el estudio de Garde y col. (2007) se realizé ademds la aplicacion del
tratamiento con APH luego de transcurridos 50 dias de maduracion, en este caso no se
verifico efecto del tratamiento sobre los valores de pH, ya que para ninguna presion el
pH de los quesos tratados se diferencié del correspondiente a los controles. Lo mismo
fue observado en el estudio de Juan y col. (2008) cuando el tratamiento con APH se
realiz6 luego de 15 dias de maduracion. En quesos azules madurados por hongos, en los
cuales el tratamiento se aplicé en estadios mds avanzados de la maduracion, luego de
trascurridos 42 dias posteriores a la elaboracion, se observd que los quesos tratados a
400 y 600 MPa tuvieron menor pH que los controles (Voigt y col., 2010). Estos trabajos
ponen de manifiesto la influencia del tiempo de maduracién al cual se aplica el

tratamiento con APH sobre los efectos observados.

6.5.3.3 Efecto sobre la microestructura

Existen algunos estudios que informan acerca de cambios en la microestructura
de quesos tratados con APH, basados en la aplicacién de microcopia confocal laser de
barrido En quesos de cabra en los cuales se aplicé una presion de 50 MPa durante 72 hs,
se observo una distribuciéon mds regular del tamafio de los 0jos mecdnicos, una red
proteica mds continua y menor cantidad de espacios vacios que en los quesos controles.
A su vez, en los controles se observd una estructura similar a un bizcocho esponjoso,
con muchos ojos mecédnicos y glébulos grasos de diferentes formas y tamafios. En un
estudio realizado por O’Reilly y col. (2003) en quesos Cheddar se encontré que los
quesos tratados a 350 MPa durante 70 hs, presentaron una estructura mas compacta, en
la cual las proteinas formaron una red mds densa, que emulsioné mejor la grasa. El
suero se hallaba absorbido en esa densa matriz, hidratando la matriz proteica. A su vez,
en quesos Cheddar tratados a 400 MPa durante 10 min no se encontraron diferencias
entre los quesos tratados y controles (Rynne y col., 2008). En queso Cheddar reducido
en grasa, a 225 MPa durante 11 min se observé que los glébulos de grasa fueron apenas
visibles, mientras que el tratamiento a 402 MPa durante 11 min redujo ain més su
tamafio. Los autores indicaron que el tratamiento con APH podria haber dispersado la
grasa entre la matriz proteica, por ello los glébulos de grasa individuales fueron menos
visibles con el aumento de la presiéon (Ozturk y col., 2013a). En queso Mozzarella, la

aplicacion de presiones superiores a 350 MPa produjo quesos con una matriz proteica
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continua y homogénea, y redujo el tamafio de canales de grasa y suero (O’Reilly, y col.,,
2002). En quesos semiduros madurados en salmuera, se observdé que inmediatamente
luego del tratamiento con APH, los quesos tratados a presiones superiores a 200 MPa
mostraron una matriz proteica mds compacta, con menos ojos y con glébulos grasos
mads pequefios, y mds uniformemente distribuidos en la matriz proteica en comparacioén

con los quesos controles (Koca y col., 2011).

6.5.3.4 Efecto sobre protedlisis

El interés en estudiar el efecto del tratamiento con APH sobre la protedlisis de
quesos, se inicié en parte por los prometedores resultados presentados en la patente de
Yokohama y col. (1992), en la cual se evidencié que quesos Cheddar que fueron
expuestos a presiones de 50 MPa durante 3 dias a 25°C, presentaron una concentracién
de aminodcidos libres y un flavour comparable a quesos comerciales con 6 meses de
maduracién. A partir de este estudio, comenzaron a realizarse otras investigaciones, en
quesos Cheddar (O’Reilly y col., 2000, O’Reilly y col., 2001), Gouda (Messens y col.,
1999), y queso duro de cabra (Saldo y col., 2001), utilizando tratamientos similares a las
aplicados por Yokohama y col. Estos trabajos en su mayoria concluyeron que las
combinaciones presion - tiempo aplicadas tuvieron un efecto menor sobre la
maduracion de los quesos. Esto en parte fue atribuido a que en el trabajo de Yokohama
y col. ademds del tratamiento con APH, los autores utilizaron dosis de bacterias del
fermento aproximadamente diez veces mayor que las frecuentemente utilizadas para la
elaboracion de queso Cheddar, lo que seguramente influyé en la aceleracion de la
maduracién observada.

Posteriormente comenzaron a plantearse nuevos estudios, en diferentes
variedades de queso, variando las combinaciones presion-tiempo, y evaluando el
impacto sobre diferentes aspectos relacionados a la maduracién de quesos. En quesos
Cheddar se estudiaron diferentes niveles de presion (entre 50 y 400 MPa) y tiempos de
mantenimiento de la presion extensos (entre 3,5 y 81,5 hs) o cortos (menores a 20 min)
(O’Reilly y col., 2000a, O’Reilly y col., 2002; O’Reilly y col., 2003). Se observod que en
general, los niveles de presion mds bajos (entre 50 y 200 MPa) combinados con tiempos
extensos (82 hs) principalmente impactaron sobre la velocidad de protedlisis, mientras
que presiones mds elevadas (entre 200 y 400 MPa) durante tiempos cortos (20 min)

causaron cambios en la estructura de las proteinas, mejorando las propiedades
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funcionales de estos quesos. Ademds se observo que los dias transcurridos desde la
elaboracién de los quesos hasta la aplicacién del tratamiento APH también influia en los
resultados. Asi, se verifico que los efectos fueron mds notorios en términos de acelerar
la protedlisis cuando el tratamiento con APH se aplicé el dia después al de la
elaboracién en comparacion a los quesos tratados con APH a los 15 dias posteriores a la
elaboracion (O’Reilly y col., 2000a). También en el estudio de O’Reilly y col. (2003) se
observé que la temperatura de tratamiento tuvo un efecto significativo sobre los
resultados. En este estudio, los tratamientos con APH se realizaron a 8°C y a 25°C,
verificindose que el tratamiento a 25°C resulté mds efectivo para incrementar los
niveles de protedlisis en los quesos.

Sin embargo, resulta necesario enfatizar que los resultados son muy variables.
También en queso Cheddar, en un estudio en el cual se emplearon presiones entre 200 y
800 MPa durante 5 min, no se observo incremento en los niveles de aminoacidos libres
para ninguno de los niveles de presion aplicados. Incluso se verificé un efecto contrario,
ya que los quesos tratados a presiones mayores a 400 MPa mostraron niveles de
aminodcidos libres inferiores que los quesos tratados a menor presién y que el control.
Estos autores concluyeron que el tratamiento con APH a presiones mayores a 400 MPa,
retrasé o enlentecié la maduracion de los quesos. Se debe tener en cuenta que en este
caso, el tratamiento fue aplicado luego de un mes de elaboracion de los mismos (Wick y
col., 2004). En esta misma variedad de queso, se realizaron estudios aplicando un
tratamiento de 400 MPa durante 10 min, al dia siguiente de la elaboracién de los quesos
(Rynne y col., 2008), evidencidndose muy poco efecto sobre la protedlisis primaria y
ningin efecto sobre el nivel de aminodcidos libres en comparaciéon con los quesos
controles. En quesos Cheddar reducidos en materia grasa, en los cuales el tratamiento se
aplicé a los 7 dias posteriores a la elaboracion, utilizando presiones entre 50 y 400 MPa
y tiempos de mantenimiento entre 5 y 20 min, la velocidad de la protedlisis no fue
modificada. Se observaron diferencias en la textura en los quesos que se trataron a
presiones mayores a 225 MPa, presentando estos quesos mejoras en la misma: textura
menos firme, con mejor capacidad de derretimiento (Ozturk y col., 2013a). Tampoco se
encontraron modificaciones en los indicadores de la protedlisis cuando se aplicé una
presion de 405 MPa durante 3 min a quesos Cheddar con concentraciones de sal
normales y reducidas una semana posterior a la elaboracién. Sin embargo en estos

quesos se observaron menores recuentos de los microorganismos del fermento y de las
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NSLAB y modificaron algunas propiedades texturales y reoldgicas (Ozturk y col.,
2013b). En otra variedad de queso duro no cocido, en el que se aplicaron presiones entre
200 y 500 MPa durante 10 min el dia posterior a la elaboracién, se verific6 un aumento
en la velocidad de protedlisis principalmente en los quesos que fueron tratados a 300
MPa (Yang y col., 2014). En queso Mozzarella, la aplicacion de un tratamiento a 400
MPa durante 5 min el dia siguiente de la elaboracidn no tuvo efectos sobre la protedlisis
(Sheehan y col., 2005). Tampoco se evidencié un aumento de la protedlisis en queso
Gouda, en los cuales el rango de presion aplicada estuvo entre 50 y 400 MPa durante 20
a 100 min y los tratamientos fueron aplicados el dia posterior a la elaboracién de los
quesos (Messens y col., 1999). En quesos Edam, la aplicacién de un nivel de presion
entre 200 y 500 MPa durante 30 min a los quesos recién salidos de la etapa de salado y
luego de 4, 6 y 8 semanas de maduracion no modificé la velocidad de la protedlisis,
aunque se evidenciaron mejoras en la consistencia de los quesos (Iwaczak y Winiewska,
2005). En quesos duros de cabra, se observo que un tratamiento a 400 MPa aplicado el
dia siguiente a la elaboraciéon, aumentd la velocidad de protedlisis, produciéndose
modificaciones en la composiciéon de los quesos con respecto a los controles (Saldo y
col., 2002). En quesos de oveja, la aplicaciéon de un tratamiento a 300 MPa durante 10
min el dia posterior al de la elaboracién, produjo un incremento en la velocidad de
protedlisis, mayores niveles de aminodcidos libres y una mejora en la textura de los
quesos en comparacion a los controles (Juan y col., 2008). En otra variedad de queso
semiduro de oveja, denominado La Serena, se observé que un tratamiento de 300 6 400
MPa durante 10 min a los dos dias posteriores a la elaboracién, produjo un retraso en la
protedlisis primaria, lo que se verifico por una menor hidrolisis de la caseina os;. Sin
embargo, se observé una aceleracion de la protedlisis secundaria, demostrada por
mayores niveles de aminodcidos libres en los quesos tratados comparados con los
controles (Garde y col., 2007). En este estudio, también se trataron con APH quesos de
50 dias de maduracion, sin verificar efectos sobre la protedlisis. También han sido
objeto de estudio quesos con hongos, tales como el Brie y quesos azules, en los cuales
se aplicaron presiones de 400 y 600 MPa, durante 5 y 10 min respectivamente. En
ambos quesos se evidencid una disminucion de la poblacion microbiana en general, y
modificaciones en la protedlisis y en el flavour de los quesos tratados con respecto a los

controles (Calzada y col., 2014; Voigt y col., 2010). En los quesos Brie el tratamiento se
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aplicé a los 14 y 21 dias posteriores a la elaboracion, mientras que en los quesos azules,
el mismo fue aplicado a los quesos con 42 dias de maduracién.

Como se observa, existe una gran diversidad de resultados, dependiendo del tipo
de queso evaluado, y de las condiciones y del momento de aplicacién del tratamiento
APH, el mismo puede acelerar o enlentecer la protedlisis.

Segtin fue mencionado en la seccidn 4.2.1, la plasmina y el coagulante residual
son enzimas que intervienen activamente en el proceso de protedlisis, particularmente
en la protedlisis primaria. Por esta razon, algunos estudios han evaluado el efecto del
tratamiento con APH sobre la actividad de estas enzimas en los quesos. En este sentido
Saldo y col. (2002) observaron en quesos de cabra tratados a 400 MPa que la actividad
de la plasmina no fue modificada, aunque se evidencié una disminucién en la actividad
de la enzima coagulante residual. En quesos Cheddar tratados a 400 MPa se observo la
misma falta de efecto sobre la actividad de la plasmina, mientras que la actividad del
coagulante residual tampoco result6 afectada por el tratamiento con APH. Huppertz y
col. (2004) evaluaron la actividad de ambas enzimas en queso Cheddar, utilizando
presiones de 200, 400, 600 y 800 MPa, en un rango de tiempo entre 0-60 min, a 8, 20 y
30 °C. En el caso de tiempo 0, los quesos fueron comprimidos e inmediatamente
descomprimidos, sin tiempo de mantenimiento. En este estudio, se observd que la
actividad de plasmina disminuyé significativamente en comparaciéon con el control,
cuando se utilizaron presiones de 600 y 800 MPa, durante tiempos mayores a 15 min, a
temperaturas de 20 y 30°C. En cuanto a la actividad del coagulante residual los autores
encontraron que el tratamiento con APH produjo la inactivacién de esta enzima a
presiones mayores a 400 MPa. En estudios en queso de oveja, en los cuales se aplicaron
presiones de 200, 300, 400 y 500 MPa durante 10 min a los quesos al dia siguiente de la
elaboracién y a los 15 dias de maduracion, se encontré que en los quesos en los cuales
el tratamiento se aplicé al dia siguiente a la elaboracion, la actividad del coagulante
residual fue reducida significativamente con respecto al control y a los otros
tratamientos cuando se aplicé una presion mayor o igual a 400 MPa. A su vez, cuando
los tratamientos con APH se aplicaron a los 15 dias de maduracidn, no se observaron
diferencias entre los diferentes tratamientos y el control (Juan y col., 2007). En este
mismo estudio, la actividad de la plasmina no result6 afectada por ninguno de los
tratamientos aplicados. En los estudios comentados en los parrafos anteriores, la

actividad de la plasmina y del coagulante residual fueron cuantificados por ensayos
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sobre sustratos especificos (Saldo y col., 2002; Huppertz y col., 2004; Juan y col.,
2007). En otros trabajos, algunos autores discuten las actividades de estas enzimas
basdndose en el andlisis de sus productos de reaccion (fracciones de nitrogeno solubles

o perfiles electroforéticos) (Messens y col., 1999; O’Reilly y col., 2002).

6.5.3.5 Efecto sobre propiedades texturales, parametros cromaticos y
caracteristicas sensoriales

La textura y color de quesos tratados por APH han sido estudiados por métodos
instrumentales y mediante paneles.

En relacion a la textura, Wick y col. (2004) realizaron un estudio con queso
Cheddar a los cuales se aplicaron presiones entre 200 y 800 MPa durante 5 min luego de
1 6 4 meses de maduracién. Los autores informaron que los tratamientos con APH
aplicados a los quesos luego de 1 mes de maduracidn, a presiones iguales o menores a
300 MPa tuvieron poco efecto sobre las propiedades texturales de los quesos, evaluadas
a través de ensayos de compresion uniaxial. Los quesos tratados a presiones de 400, 500
y 800 MPa mostraron una deformacion a la fractura significativamente superior al resto,
mientras que en los quesos tratados a 800 MPa, se observaron diferencias significativas
en el esfuerzo y en el trabajo a la fractura con respecto a los otros quesos a partir de los
70 dias de maduracién, presentando para ambos pardmetros valores superiores que el
resto de los quesos. Los autores relacionaron estas diferencias con una maduracién mas
lenta en los quesos tratados a esa presion (Wick y col., 2004). Por otro lado, la
aplicacion del tratamiento a los 4 meses de maduracion, no tuvo efecto sobre las
propiedades texturales, a excepcion del esfuerzo a la fractura, el cual se increment6 en
los quesos tratados con APH al final de la maduracién (196 dias). En este mismo tipo de
quesos, un tratamiento a 400 MPa durante 10 min luego de 1 dia de maduracién de los
quesos (Rynne y col., 2008) no afecto la firmeza de los mismos aunque se observé un
incremento en la deformacién y en el esfuerzo a la fractura a lo largo de los 180 dias de
maduracién evaluados. Al igual que en este estudio, en queso semiduro de oveja tratado
a 300 MPa durante 10 min, se observé un incremento en la deformacién y en el esfuerzo
a la fractura en los quesos tratados con APH con respecto a los controles, con la
diferencia que el mayor valor de esfuerzo a la fractura se verifico solamente al inicio de
la maduracién, igualdndose al control a medida que el tiempo de maduracién avanzé

(Juan y col., 2008). En otro estudio realizado en queso Cheddar en el cual se aplicé un
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tratamiento con APH de 405 MPa durante 3 min (Ozturk y col., 2013b), se evalu6 la
textura a través del ensayo TPA. Se observé que la dureza de los quesos tratados con
APH fue menor que en los quesos controles, pero solamente al inicio de la maduracion,
sin encontrar diferencias significativas luego de 1 mes de maduraciéon. En queso
Cheddar reducido en grasa, se realizé un estudio aplicando diferentes combinaciones
presion-tiempo (rango de presion de 50 a 400 MPa, durante un rango de tiempo de 5 a
20 min) (Ozturk y col.,, 2013a). La textura fue evaluada a través de ensayos de
compresion uniaxial y de TPA. Se observo que el incremento de la presion, a partir de
225 MPa, produjo una disminucién de la dureza de los quesos, siendo este efecto
observado durante todo el periodo de maduracion. En el ensayo de compresion uniaxial,
los quesos tratados con APH tuvieron un mayor valor de deformacion a la fractura.
Resultados similares, por medio de un ensayo de TPA, fueron observados en queso
Gouda (Messens y col., 2000), donde se observé que los quesos tratados a 225 y 400
MPa presentaron menor dureza y fractura no visible. Al igual que en el estudio de
Ozturk y col. (2013b) el efecto sobre la dureza fue mds notorio al inicio de la
maduracién, igualdndose los valores a los controles al final de la misma. A su vez en
este estudio se observo una mayor cohesividad de los quesos Gouda tratados a 225 y
400 MPa aunque solamente al inicio de la maduraciéon. La elasticidad no resulté
afectada por el tratamiento con APH (Messens y col., 2000). En otro estudio en queso
Gouda, la aplicacion de las mismas presiones produjo resultados similares en cuanto a
dureza y cohesividad, pero no al inicio sino a los 20 dias de maduracién, y las
diferencias se mantuvieron en el tiempo, principalmente en los quesos presurizados a
400 MPa (Liu y col., 2011). En queso Mozzarella, una presiéon de 400 MPa durante 5
min no afecté la firmeza ni el esfuerzo a la fractura de los quesos tratados en
comparacion con los quesos controles (Sheehan y col., 2005). En una variedad de queso
Turco semiduro madurado en salmuera, se aplicaron diferentes combinaciones de
presion y tiempo (50, 100, 200 y 400 MPa por 5 y 15 min) (Koca y col., 2011). En este
estudio se observaron que los cambios mds relevantes en la textura, evaluada mediante
ensayo de TPA, se produjeron en los quesos tratados a 200 y 400 MPa, principalmente
en los tratados durante 15 min. En efecto, los quesos tratados a 200 durante 15 min y
todos los tratados a 400, presentaron menores valores de dureza, elasticidad, gomosidad
y masticabilidad. Saldo y col. (2001) también encontraron menor elasticidad en los

quesos tratados con APH (50 MPa-72 hs) que en los controles. En un trabajo realizado
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con queso Brie, se aplicaron tratamientos a 400 6 600 MPa durante 5 min luego de 2 6 3
semanas posteriores a la elaboracion. En este estudio se observd que la textura se
mantuvo mds firme a lo largo de la maduracién en los quesos en los cudles el
tratamiento con APH se aplicé a las 2 semanas, en relacion a la textura de los quesos
controles. En efecto, estos quesos presentaron durante la maduracién mayor esfuerzo a
la fractura, elasticidad y firmeza que los quesos controles. Por el contrario, en los
quesos en los cudles el tratamiento se aplicé a las 3 semanas, se evidencié una rapida
declinacion en los pardmetros de textura con el avance de la maduracion (Calzada y
col., 2014). Estudios en queso blando de Escocia, en los cuales se aplicaron presiones
inferiores a 300 MPa durante un rango de tiempo de 1 a 30 min, mostraron que al
aumentar la presion, se increment6 la dureza y disminuyd la adhesividad de los quesos
(Okpala y col., 2010). Juan y col. (2007b) estudiaron el efecto de tratamientos entre 200
y 500 MPa por 10 min, aplicado a 1 dia 6 15 dias posteriores a la elaboracién en quesos
semiduro de oveja. La textura fue evaluada por medio de un ensayo de compresion
uniaxial. Ellos observaron que los quesos en los cudles el tratamiento con APH se
realiz6 a los 15 dias luego de la elaboracion, fueron similares al control en sus
caracteristicas texturales. Presiones de 200 y 300 MPa mejoraron la firmeza de los
quesos, mientras que los tratados a las mds altas presiones evaluadas (500 MPa)
presentaron la menor fracturabilidad y rigidez. Estos autores relacionaron los resultados
con una mayor capacidad de retenciéon de agua, un mayor valor de pH y una
microestructura mas homogénea en los quesos tratados con APH, lo que redujo las
posibles dreas de fractura al aplicar el ensayo de compresion uniaxial a los quesos. El
tratamiento con APH a 300 6 400 MPa durante 10 min a los 2 dias posteriores a la
elaboracidn, a quesos semiduros elaborados con leche de oveja denominados La Serena
(Garde y col., 2007), produjo en ambos casos mayores valores de fracturabilidad, dureza
y elasticidad que en los quesos controles a lo largo de toda la maduracién. La mayor
dureza observada en los quesos tratados con APH estaria relacionada con una menor

proteodlisis en los mismos comparados con los controles.

En cuanto a los pardmetros cromaticos, se observé que quesos Cheddar tratados
a 400 MPa durante 10 min (Rynne y col., 2008) presentaron valores de a* (verde-rojo)
menores y valores de b* (azul-amarillo) mayores en relacion al control, lo que resultaria

en quesos mas verdosos y amarillos, sin afectar el valor de L* (luminosidad). En quesos
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semiduros madurados en salmuera, en los cuales se aplicaron diferentes combinaciones
de presién (50, 100, 200 y 400 MPa) y tiempo (5 y 15 min) se observaron resultados
similares a los hallados por Rynne y col. en el pardmetro L* para todas las presiones
evaluadas, y en los pardmetros a* y b* cuando se aplicaron presiones de 400 MPa
durante 15 min, obteniéndose quesos que resultaron mds verdosos y amarillos a esa
presion (Koca y col., 2011). En queso Mozzarella, un tratamiento con APH de 400 MPa
durante 5 min produjo una disminucién de los pardmetros L* y b*, y un aumento del
parametro a*, en comparacion a los quesos controles. Esas diferencias se observaron
solamente al inicio de la maduracién, un dia luego del tratamiento con APH (Sheehan y
col., 2005). Similares efectos sobre los pardmetros a* y L* fueron observados por Saldo
y col. (2001) en queso de cabra en los cuales se aplic6 un tratamiento de 50 MPa
durante 72 hs. A su vez, en los quesos tratados con APH el pardmetro b* aument6. Por
lo tanto, en este estudio, los quesos tratados por APH presentaron una coloracion
amarillo rojiza a diferencia de los quesos controles, que resultaron amarillos verdosos.
En este mismo tipo de quesos, la aplicacién de un tratamiento de 400 MPa durante 5
min produjo el mismo resultado (reduccidon del parametro L*, e incremento de los
pardmetros a* y b*), pero al final de la maduracion, los valores se igualaron a los de los
quesos controles (Saldo y col., 2002b). En otro estudio realizado en queso de cabra
elaborado con leche cruda, en el cual se aplicaron tratamientos con APH de 400 y 600
MPa durante 7 min, se observé que el pardmetro L* aumentd, el pardmetro a*
disminuyd, mientras que el pardmetro b* no fue afectado por los tratamientos (Delgado
y col., 2013). Estas diferencias con los resultados informados por Saldo y col, pueden
deberse al hecho de que en este dltimo estudio, el tratamiento con APH se realizé a los
quesos de 60 dias de maduracion, mientras que en las investigaciones de Saldo y col., el
tratamiento se aplicé a los quesos recién elaborados. Esto refuerza la idea de que el
tiempo luego de la elaboracion al cual se aplica el tratamiento con APH es un factor
relevante. En quesos blandos Escoceses y en quesos semiduros de oveja tratados con
APH también se verifico ese aumento en el pardmetro b* (Juan y col., 2008; Okpala y
col., 2010). A su vez, los quesos de oveja tratados con APH mostraron a lo largo de la
maduracién, un menor valor de L* comparado con los controles, mientras que el
pardmetro a* mostré un valor mayor a los controles solamente en el dia 90 (Juan y col.,

2008).
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A excepcion de lo observado en queso Mozzarella (Sheehan y col., 2005), en
todos los quesos evaluados el pardmetro b* fue més elevado en los quesos tratados con
APH que en los controles, por lo que el tratamiento con APH tenderia a aumentar la
intensidad del color amarillo en los quesos (Saldo y col., 2001; Rynne y col., 2008; Juan
y col., 2008; Okpala y col., 2010; Koca y col., 2011). Esto también fue observado por
medio de andlisis visual mediante panel entrenado en queso fresco tratado con APH a
400 MPa durante 20 min (Sandra y col., 2004), quienes calificaron como mds amarillos
a los quesos tratados con APH en relacion a los quesos controles.

Por lo general, los cambios en la textura y en los pardmetros cromdticos
evidenciados en estos estudios, fueron atribuidos por los autores a los cambios en la
microestructura de los quesos debido al tratamiento con APH, los cuales fueron
descriptos en la seccién 6.5.3.3. El tratamiento con APH produce una nueva
organizacion de los componentes del queso, lo que conduce a una nueva estructura con
caracteristicas reoldgicas y color diferentes (Messens y col., 2000). También, como se
menciond en la seccidon 4.3, la textura y el color de los quesos se modifica por los
cambios en la composicién y por los cambios bioquimicos que ocurren durante la

maduracién de los mismos, principalmente la protedlisis (Lucey y col., 2003).

Algunos estudios evaluaron también el impacto del tratamiento con APH sobre
el anélisis sensorial de los quesos mediante panel entrenado, considerando los atributos
diferenciales para cada tipo de queso. Rynne y col. (2008) informaron cambios en las
caracteristicas sensoriales de queso Cheddar tratados con APH. A los 90 dias de
maduracién, los quesos tratados con APH tuvieron un puntaje mayor para algunos
atributos sensoriales en relacidn a los quesos controles, pero esos atributos no fueron los
indicadores de una mayor maduracion. A los 180 dias de maduracidn, se detectd en los
quesos tratados con APH un puntaje inferior que en los quesos controles. En otro
estudio realizado en este mismo tipo de queso, la aplicacién de presiones similares no
produjo cambios en las caracteristicas sensoriales comparadas con el control (Ozturk y
col., 2013b). En queso Cheddar reducido en grasa, en los cuales se aplicé un rango de
presion entre 50 a 400 MPa, durante un rango de tiempo de 5 a 20 min se observé que
presiones superiores a 350 MPa produjo en los quesos un incremento en el sabor
amargo y cierto dulzor (Ozturk y col., 2013a). A su vez, un estudio realizado en queso

duro, en el cual se aplicaron presiones entre 200 y 500 MPa, demostré que los quesos
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tratados a 300 MPa fueron los que tuvieron el mejor puntaje para los atributos
apariencia, flavour, textura y aroma (Yang y col., 2014). En queso Brie, se observé que
el tratamiento con APH permiti6 mantener en los quesos tratados caracteristicas
sensoriales aceptables por mds tiempo que los controles, reduciendo el sabor amargo
(Calzada y col., 2014). Contrariamente, quesos de oveja tratados a 300 6 400 MPa
durante 10 min al inicio de la maduracién (Garde y col., 2007; Juan y col., 2008) se
diferenciaron negativamente en cuanto a las caracteristicas sensoriales sabor y aroma
comparados con los controles. Como se mencioné en la secciéon 6.5.3.1 de esta
introduccion, el tratamiento con APH puede alterar el balance entre microorganismos
vivos, muertos o que sufrieron lisis en los quesos, afectando ademads la actividad de las
enzimas microbianas, lo que modificaria o limitarfa la formacién de los compuestos
volétiles que son responsables del sabor y aroma de las diferentes variedades de quesos.
Esto se ha observado en varios estudios en los cuales se evaldan los compuestos
volétiles generados durante la maduracién en quesos controles y tratados con APH
(Avila y col., 2006; Juan y col., 2007b; Voigt y col., 2010; Delgado y col., 2011; Evert-
Arraigada y col., 2013; Calzada y col., 2014).

Como se observa seguin la informacién publicada por diferentes autores, el
efecto del tratamiento con APH sobre textura, pardmetros cromdticos y atributos
sensoriales depende del tipo de queso evaluado, de las condiciones de presién y tiempo
aplicadas y del momento luego de la elaboracién del queso en el cual se aplica el

tratamiento con APH.
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Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de este Trabajo de Tesis consistié en acelerar la protedlisis y

peptiddlisis de queso Reggianito Argentino durante la maduracion.

Para ello, se aplicaron dos estrategias tecnoldgicas:

> Incremento de la actividad de enzimas proteoliticas no microbianas -
nativas o habitualmente presentes en el queso - por modificacion de la temperatura de
coccion y ensayo de dos coagulantes diferentes

> Aplicacién de Altas Presiones Hidrostaticas.

Objetivos especificos

> Validar dos modelos de queso Reggianito para ser utilizados en las
experiencias de la tesis

> Determinar la influencia de la temperatura de coccidn sobre la actividad
de plasmina y de quimosina y su efecto sobre la protedlisis, durante la maduracion del
queso Reggianito Argentino

> Investigar si existen diferencias en la influencia de la temperatura de
coccidn sobre quimosina bovina producida por fermentacién y quimosina de camello
producida por fermentacién, y la protedlisis de quesos elaborados con dichos
coagulantes.

> Conocer el impacto de la tecnologia APH en la composicion, carga
microbiana, actividad de plasmina y quimosina y en la protedlisis y peptiddlisis de
quesos Reggianito Argentino durante la maduracion.

> Determinar el efecto del tratamiento con APH sobre la textura, los

pardmetros cromadticos y las caracteristicas sensoriales del queso Reggianito Argentino
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Capitulo 1

1. Introduccion

El proceso de maduracidon de quesos consiste basicamente en la transformacion
de la cuajada recién elaborada, de pobres caracteristicas reoldgicas y sensoriales, en el
queso terminado, uno de los productos alimenticios mds preciado por la variedad de sus
sabores, aromas y textura (Fox, 2003; Zalazar y col., 2006a). La transformacién es
debida fundamentalmente a cambios bioquimicos, casi todos de naturaleza enzimatica,
que se llevan a cabo sobre los principales componentes de la leche que han sido
retenidos en la cuajada: lactosa, materia grasa y proteinas. Estos cambios estdn
acompafados por otros de naturaleza fisica, que ocurren simultineamente y en cierta
forma determinan las condiciones para que sucedan los primeros. Se trata de procesos
de difusion de sal y de pérdida de humedad (Fox y McSweeney, 1998). Asimismo, se
han informado algunos cambios netamente quimicos, como los equilibrios quimicos del
calcio, y reacciones quimicas no catabolizadas por enzimas, fendmenos que han sido
mucho menos estudiados (Walstra y col., 2001)

La mayoria de los estudios sobre la contribucion de los diversos agentes de la
maduracién al desarrollo del flavour y la calidad del queso se han efectuado mediante
ensayos de elaboraciones de queso a escala piloto (Hunter y col., 1997). Este tipo de
experimentos requiere equipamiento especifico y presenta una alta demanda de recursos
econdmicos, tiempo, y personal capacitado. Asimismo, tanto la reproducibilidad como
el control de las condiciones microbioldgicas pueden ser dificiles de lograr a escala
piloto (Martley y Crow, 1993; Chapot-Chartier y col., 1994). Sin embargo, una
alternativa que permite lograr resultados reproducibles y controlar las variables de
proceso, es realizar elaboraciones en miniplantas experimentales a escalas reducidas,
procesando volimenes de leche inferiores a los 200 litros. Este tipo de elaboraciones se
ha implementado con muy buenos resultados en el caso de quesos duros y semiduros
elaborados en el INLAIN (Zalazar y col., 1999; Candioti y col., 2002; Hynes y col.,
2003; Perotti y col., 2005 Bergamini y col., 2006), y también en quesos duros de pasta
cocida elaborados en el INTA EEA Rafaela (Meinardi y col., 2008; Vélez y col., 2009;
Costabel y col., 2013; Audero y col., 2014). Otro aspecto a tener en cuenta en quesos
duros fundamentalmente, es el extenso periodo de maduracién. Este hecho limita
significativamente el nimero de ensayos que pueden llevarse a cabo en un tiempo

determinado. En este sentido, se han propuesto como alternativa varios sistemas modelo
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para estudiar el impacto en la calidad del queso de enzimas y fermentos primarios o
adjuntos, entre otros factores tecnoldgicos, en forma répida y econdmica.

Uno de los modelos propuestos consiste en sistemas acuosos que simulan las
condiciones del queso. Su principal ventaja es que varios pardmetros, tales como el pH
y la concentracion de NaCl, pueden ser definidos mds facilmente que en el alimento; sin
embargo presentan la desventaja de que no reproducen las condiciones de elaboracion,
ni la complejidad de los cambios medioambientales que ocurren durante la maduracion.
Otro modelo ampliamente utilizado son los slurries, o pastas de queso, en los que se
logra una mayor aproximacion a las condiciones reales que en los sistemas acuosos. Sin
embargo, presentan la desventaja de que su cuerpo, textura y actividad acuosa difieren
de la del queso. A pesar de que los sistemas acuosos y los slurries de quesos no
reproducen las condiciones reales de elaboracién y maduracion, son utiles para estudiar
en forma preliminar la influencia de los distintos agentes en la bioquimica de la
maduracién del queso (Fox y col., 1996, Milesi, 2009; Milesi, 2011; Bergamini y col.
2013)

Los modelos experimentales que mejor reproducen las condiciones reales de
elaboracién y maduracion son los quesos elaborados a escala de laboratorio. Los quesos
miniatura pueden elaborarse bajo condiciones microbioldgicas controladas de una
manera mds sencilla que a escala piloto, y son reproducibles dado que la
miniaturizacion permite lograr un mejor control (Shakeel-Ur-Rehman y col., 2001). Se
han llevado a cabo numerosos estudios en miniquesos, con diferentes propdsitos, entre
ellos pueden citarse el modelo de queso miniatura para queso Cheddar (Shakeel-Ur-
Rehman y col., 1998; Milesi y col., 2008), el queso de pasta lavada “Saint-Paulin”
(Hynes y col., 2000), el Ch-easy ® (Smit y col., 1995), queso Caciotta (Di Cagno y col.,
2006), quesos de pasta blanda tipo Cremoso Argentino (Milesi, 2007), los modelos
MicroCheese y ScreenCheese (Engels y col., 2012), entre otros.

En el presente capitulo se evalu6 la reproducibilidad de dos modelos
experimentales de queso duro de pasta cocida, utilizados posteriormente en las
experiencias detalladas en los capitulos 2, 3 y 4. Para ello, se trabajé con un conjunto de
tinas individuales en el INLAIN, y en una miniplanta automatizada en el INTA. En los
miniquesos elaborados en las tinas paralelas del INLAIN, cada una de las tinas

constituy6 una unidad experimental, por lo tanto, la reproducibilidad se evalu6 entre las
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4 tinas. En cuanto a los quesos elaborados en el INTA, la unidad experimental fue la

tina, por lo tanto, la reproducibilidad se evalu6 entre diferentes elaboraciones.

2. Materiales y Métodos

2.1 Quesos miniatura— tinas paralelas

El modelo de quesos miniatura se utiliza frecuentemente en el INLAIN adaptado
a variedades de pasta blanda (Milesi y col., 2007), queso duro de pasta no cocida —
Cheddar (Milesi y col., 2008b) y pasta dura cocida (Aparo, 2005; Vélez y col., 2010).

La primera parte de la experimentacion de este trabajo de tesis, consistio en
reproducir y optimizar el modelo desarrollado por Hynes y col. para quesos duros de
pasta cocida (2004a). Se realizaron 4 elaboraciones, comparando en cada una de ellas la
reproducibilidad entre las tinas.

Se utiliz6 un conjunto de 4 tinas queseras de 5 1 de capacidad, que se operan en
paralelo (Figura 1.1). Para las elaboraciones se utilizé leche cruda de gran mezcla (pH
6,65 £ 0,05 y acidez 18 + 1 °D) procedente de una industria lactea de Santa Fe (Milkaut
SA, Franck, Argentina). En primer lugar, todo el volumen de leche (25 1) se colocé en
una tina de 50 1 para proceder al acondicionamiento de la misma. Se estandarizé la leche
hasta una concentraciéon de grasa de 2,5 g/100 ml, por mezcla de leche entera y leche
descremada, y se pasteurizé 65°C por 20 min. Una vez que la leche se enfri6 hasta la
temperatura de coagulacion (33°C) se agregd CaCl, (Merck, Darmastadt, Alemania)
para alcanzar una concentracion final en la leche de 0,02 % (p/v). Posteriormente se
procedio al ajuste del pH a un valor de 6,3, a través del agregado de una solucién de
acido lactico (1,5 % p/v) (Tuteur, Buenos Aires, Argentina). Luego se adicioné el
fermento, a una concentracidén de 10° UFC/ml de leche, el cual se tratdé de fermento
comercial de Lactobacillus helveticus (Chr. Hansen Argentina, Quilmes, Argentina). El
aporte de 4cido l4ctico permite sustituir el suero fermento por un fermento seleccionado
de bacterias liofilizadas (Meinardi y col., 2008). Luego se procedié a distribuir la leche
en las 4 minitinas de 5 1 y a cada una se le adicioné el coagulante, que consistié en
quimosina pura 100%, 570 IMCU ml"' (CHY-MAX®, Chr. Hansen) disueltos en 10 ml
de agua destilada. El coagulante se adicion6 a una concentracién de 0,06 ml/l de leche.
La concentracion de coagulante adicionada, fue definida por medio de un ensayo in

vitro (Costabel y col., 2008), utilizando un coagulémetro (INRA, PIGNAT, Francia) de
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manera de obtener un tiempo de coagulacién en tina entre 6 y 8 min. En esta
experiencia, el tiempo de coagulaciéon luego de la adicién del coagulante se detectd
visualmente, y estuvo en el rango de 8 y 10 min. Esto se debi a que el coagulémetro
tiene mayor sensibilidad y permite detectar el inicio de la coagulacién, mientras que
visualmente la coagulacion se detecta unos min mds tarde, cuando se empiezan a hacer
mads grandes los pequefios codgulo que se forman inicialmente. Una vez que el codgulo
adquirio la firmeza adecuada (entre 12 a 15 min) se procedi6 al corte manual del mismo.
Se realiz6 un primer corte de la cuajada y se esperd a que el codgulo se desprenda de las
paredes de la tina y exude suero. Luego se realizé una segunda etapa de corte,
consistente en cortes sucesivos continuos, hasta alcanzar un tamafio adecuado de grano
de cuajada para este tipo de queso (similar a medio grano de arroz). La mezcla de
granos de cuajada y suero fue calentada lentamente, a una velocidad de 0,5°C / min,
hasta llegar a 44°C, permaneciendo a esa temperatura por aproximadamente 15 min
(etapa de secado de los granos). Luego se elevd la temperatura de la mezcla mds
rapidamente (1°C /min) hasta llegar a la temperatura de coccién, que alcanzé los 52°C.
La mezcla se mantuvo a esa temperatura por aproximadamente 3 min (etapa de coccién
de la cuajada). Luego de la etapa de coccidn, se detuvo la agitacidn y se permitié que la
cuajada se depositara en el fondo de las tinas, para su posterior extracciéon y moldeo.
Posteriormente los miniquesos se prensaron por 20 horas, y se salaron por inmersién en
salmuera a 12°C. Por cada tina se obtuvo un queso de aproximadamente 450 g, por lo
que por elaboracién se obtuvieron 4 quesos, que se maduraron en cdmara con
temperatura y humedad controlada (85% de humedad relativa y 12°C de temperatura)
durante 90 dias. Para evitar una pérdida de humedad excesiva en los miniquesos y
lograr que los mismos tengan una humedad similar a los quesos de mayor tamafo, se
procedid a envasarlos al vacio a los 15 dias posteriores a cada elaboracion en bolsas de
pelicula Cryovac BB2800CB (permeabilidades: O, 30 cm® m™ 24hs™ bar™'; CO, 150
cm’m?24 h! bar'l; vapor de agua 20 g 24 ht m'z, Sealed Air Co., Buenos Aires,
Argentina), utilizando una envasadora al vacio de mesada Rapivac modelo Minimax
430. Para determinar el tiempo de envasado, se monitoreé la humedad de los quesos
cada dos dias. Cuando la misma estuvo entre 34- 35%, adecuada para un queso duro, se

procedio al envasado, lo que ocurri6 a los 15 dias posteriores a la elaboracion.
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Figura 1.1. Tinas paralelas de 5 1 de capacidad utilizadas para la elaboracién de

los quesos en el INLAIN

En la Figura 1.2 se presenta un esquema del proceso de elaboracién descripto,

utilizado en las elaboraciones correspondientes al ensayo del capitulo 2.

66



Capitulo 1

Leche cruda (25 1)
Estandarizacion (2,5 g/100 ml)
Tratamiento térmico
Enfriamie& a33°C
Adicion de CaC&0.0Z % (p/v)
Acidificacion de dcido l4ctico hasta pH 6,3
Adicién de fermentos

Division de la leche en minitinas (4 1 c/u) y adicion de los coagulantes

O O O C

Coagulacion
Corte de la cuajada (manual)
Agitado y secado (44°C, 15 min aprox.)
Coccion

Separacion del suero y moldeo

) 4

Prensado
Salado

Maduracion

Figura 1.2. Esquema del proceso de elaboracion de quesos miniatura en el INLAIN

2.2 Quesos miniatura - miniplanta automatizada
Los quesos que fueron sometidos al tratamiento con altas presiones hidrostaticas

(descriptos en los capitulos 3 y 4) fueron elaborados en el Area de Procesos del
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laboratorio de Calidad de Leche y Agroindustria del INTA EEA Rafaela. En el mismo,
se dispone de una planta que trata de reproducir a pequeia escala, la elaboraciéon de
diferentes variedades de queso, utilizando equipamiento similar al frecuentemente
encontrado a nivel industrial, pero a menor escala (Figura 1.3). La capacidad maxima de
proceso es de 180 litros por elaboracion. En el drea se dispone ademds de equipamiento
adecuado para monitorear minuciosamente las diferentes variables de proceso, de modo
de estandarizar las diferentes tecnologias desarrolladas, haciendo que el proceso de
elaboracidon sea constante. De esta manera, se logra que en un mismo ensayo, la

tecnologia de elaboracion no sea una causa de variacion en los resultados obtenidos.

Figura 1.3. Elaboracién de quesos en el Area de Procesos del Laboratorio de Calidad de

Leche y Agroindustria. INTA EEA Rafaela

Para la elaboraciéon de quesos duros de pasta cocida, se utiliz6 una técnica
desarrollada conjuntamente por investigadores del INTA y del INLAIN, la cual
combina el uso de un fermento directo seleccionado de lactobacilos termofilos con la
acidificacion de la leche por agregado de dcido l4ctico. Se realizaron 4 elaboraciones de
quesos con la finalidad de comparar la reproducibilidad entre las tinas de elaboracion.

Para cada elaboracion se utilizaron 180 litros de leche cruda proveniente del tambo
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experimental de la EEA Rafaela, cuya composicién, acidez y pH promedio fueron:
grasa 3,40 £ 0,31 %; proteinas 3,13 £+ 0,08 %; solidos totales 12,06 + 0,35 %; acidez
16,0 +£ 0,5 y pH 6,75 + 0,06. En cada caso, se utiliz6 leche de buena calidad higiénico
sanitaria (recuento de bacterias totales entre 30.000 y 100.000 UFC/ml y recuento de
células somdticas entre 90.000 y 400.000 cel/ml). La leche cruda fue estandarizada
hasta una relacién grasa/proteina de 0,70 £ 0,02, por mezcla de leche entera y leche
desnatada. Posteriormente se pasteuriz en tina a 65°C durante 20 min y se enfrié hasta
32- 33°C, temperatura Optima para la coagulacién de esta variedad de queso. Una vez
alcanzada esa temperatura se agregé CaCl, (Merck, Darmastadt, Alemania) a una
concentracion final de 0.02 % (p/v). Posteriormente, se procedié a acidificar la leche
mediante el agregado de acido lactico (1,5 % p/v) (Tuteur, Buenos Aires, Argentina),
hasta obtener un valor de pH de 6,25 + 0,02. Luego se adicioné el fermento, el cual se
tratd de un fermento comercial de Lactobacillus helveticus (Chr. Hansen Argentina,
Quilmes, Argentina). La enzima coagulante consistié en quimosina pura 100%, 570
IMCU ml"' (CHY-MAX®, Chr. Hansen) la cual fue adicionada a la leche a una
concentracion de 0,06 ml/l de leche, igual que la empleada en la seccién 2.1 de éste
capitulo. Luego de adicionar el coagulante, se introdujo en la tina el coagulémetro
(INRA, PIGNAT, France) y se detect6 el tiempo de coagulacién usando el software
Coag del equipo. El tiempo de coagulacion promedio #+ la desviacién estdndar
correspondiente a las 4 elaboraciones fue 7,45 + 0,52 min. El corte de la cuajada se
realiz6 cuando el codgulo adquiri6 fuerza suficiente, lo que ocurrié luego de
transcurrido un lapso extra, igual a un tercio del tiempo de coagulacién detectado. Se
efectuaron cortes sucesivos separados por etapas de agitacion hasta obtener un tamafio
de grano similar a la mitad de un grano de arroz. El corte y agitacién se realizd
utilizando liras mecdanicas, a velocidad controlada automadaticamente. LLa mezcla de
granos de cuajada y suero se calentd lentamente (0,5°C/min) hasta 42°C, lo que
cominmente se denomina rampa de secado. El secado de los granos de cuajada se
completé manteniendo a 42°C durante 15 min. Culminada esta etapa, se procedié a
elevar rdpidamente la temperatura (1°C / min) hasta 51°C (rampa de coccién). El tiempo
de coccién a 51°C fue de 3 min. Posteriormente se realiz6 el pre-prensado de la cuajada,
durante 20 min. Luego los quesos se formaron en moldes de acero inoxidable de tamafio
adecuado para quesos Reggianito. Una parte de la masa pre-prensada fue moldeada en

moldes cilindricos miniatura de material plastico, de 5,5 cm de didmetro por 10 cm de
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alto, los que permitieron obtener miniquesos de un tamafio 6ptimo para introducirlos en
el cilindro del equipo de altas presiones hidrostaticas (APH). Luego de moldeados, los
quesos fueron prensados durante 20 horas en prensa horizontal y posteriormente se
salaron en salmuera saturada a 12°C, a raz6n de 1 dia por kg de queso. Teniendo en
cuenta esta relacion, y el peso antes de entrada en salmuera, los quesos de mayor
tamafo se salaron durante 5 dias aproximadamente, y los miniquesos durante 6 horas.
El peso promedio de los quesos a la salida de salmuera fue de 5,5 kg y 250 g para los
quesos y miniquesos respectivamente. Posteriormente, todos los quesos se maduraron
en cdmara con temperatura y humedad controlada (12°C, 85% de humedad) por un
periodo méaximo de 90 dias. Al igual que lo detallado en la seccién 2.1 del presente
capitulo, para evitar una pérdida de humedad excesiva en los miniquesos y lograr que
los mismos tengan una humedad similar a los quesos de mayor tamafio, se procedié a
envasarlos al vacio a los 10 dias posteriores a cada elaboracion, utilizando el mismo tipo
de bolsas y la misma envasadora al vacio que la descripta en la seccién 2.1 de éste
capitulo. Para determinar el tiempo de envasado, se monitore6 la humedad de los
quesos, seleccionando dos quesos de cada elaboracién, cada dos dias. Cuando la misma
fue del 34-35 %, adecuada para un queso duro, se procedi6 al envasado, lo que ocurri6 a
los 10 dias posteriores a la elaboracion.

En la Figura 1.4 se presenta un esquema general de la elaboracion.
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Leche cruda (180 1)
Estandarizacion (grasa/proteina 0,70 £ 0,02)
Tratamiento térmico
Enfriamie& a33°C
Adicion de CaC&0.0Z % (p/v)
Acidificacién de dcido lactico hasta pH 6,25

Adicion de fermentos

&

Coagulacion

&

Corte de la cuajada (liras mecdanicas)

&

Agitado y secado (42°C, 15 min)

@

Coccion (51°C, 3 min)

&

Pre-prensado y moldeo

&

Prensado

&

Salado

&

Maduraciéon

Figura 1.4. Esquema del proceso de elaboraciéon de quesos en la miniplanta

automatizada del INTA

2.3 Analisis de los quesos

Para corroborar la reproducibilidad de las elaboraciones, se realizaron los
andlisis de humedad, proteinas, materia grasa y pH a los quesos elaborados en ambos
ensayos a los 3 y 90 dias de maduracion. El tiempo de maduracion fue fijado en 90 dias,
teniendo en cuenta los resultados de experiencias previas, en las cuales se observé que a
ese tiempo, en los quesos miniatura, se obtuvo una composiciéon quimica y evolucion de
la protedlisis similar a la de los quesos de 180 dias de tamafio comercial (Hynes y col.,
2004a; Vélez y col., 2010; Vélez, 2013). Ademads se realiz6 una comparacion entre la

humedad y el contenido de NaCl entre los quesos de 180 y miniquesos de 90 dias de
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maduracién elaborados de acuerdo a la seccién 2.2 de éste capitulo, con la finalidad de
verificar que los mismos sean comparables en estos pardmetros, que son los que

principalmente condicionan la condiciones ambientales de la matriz del queso.

2.3.1 pH

La determinacién de pH en las muestras de cuajada/queso se realiz6 de acuerdo
al método estdndar de la APHA (Bradley y col., 1993). Para ello, se utilizé un
peachimetro Orion (Orion Research Incorporated, Estados Unidos), provisto de un
electrodo combinado (vidrio y calomel), que se calibré con soluciones tamponadas de
pH 7,00 y 4,00. La medicion se realizé introduciendo el electrodo en una suspension del
queso en agua (dilucién al medio). La lectura de pH se realizé una vez que se estabilizé

el valor del mismo.

2.3.2 Humedad

El porcentaje de humedad se determiné por secado de las muestras de
cuajada/queso en estufa a 102 + 1°C hasta pesada constante, de acuerdo a la
metodologia normalizada de la Federacion Internacional de Lecheria (IDF N° 4 A,
2004).

En primer lugar, se pesé un cristalizador conteniendo arena tratada con &cido
(alrededor de 25 g) y una varilla de vidrio, y que previamente habian sido secados a la
misma temperatura del ensayo. Luego, se colocé aproximadamente 3 g de
cuajada/queso (pesada exacta) en el cristalizador y se pes6 nuevamente. La muestra se
homogeneiz6 lo mejor posible con la arena con la ayuda de la varilla para evitar la
formacion de una capa que dificulte la evaporacion. Se colocé en estufa a 102°C hasta
pesada constante, aproximadamente 5 h. Finalmente, se registré el peso del cristalizador
con la muestra seca y se determiné el contenido de humedad calculando la diferencia
entre el peso de la muestra himeda y la muestra seca. El resultado se expres6 como

porcentaje en la masa del queso (% p/p).

2.3.3 Materia Grasa
El contenido de materia grasa (MG) en la cuajada/queso fue determinado por el
método butirométrico de Gerber van Gulik (IDF N° 152 A, 1997), empleando un

butirémetro especifico para queso. Se pesaron aproximadamente 2,5 g de muestra
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(pesada exacta) y se agregd una solucion de 4cido sulfidrico (densidad 1,52) hasta llenar
completamente el bulbo del butirémetro. Luego se adicioné 1 ml de alcohol isoamilico.
Se tapo el butirémetro, se agité suavemente, y se colocd en un bafio a 60 — 70°C para
favorecer la completa disoluciéon del queso. Por dltimo, se centrifugd a mdxima
velocidad entre 5 y 10 min utilizando una centrifuga especifica para butirdmetros
(Centrifuga de Gerber). Finalmente, se leyo, en la escala, en un bafio a 65°C, el espacio

ocupado por la grasa y este valor se utilizé para el célculo de la MG en el queso (% p/p).

2.3.4 Proteinas

El contenido de proteinas totales se determiné mediante el método de Kjeldahl,
de acuerdo a la norma IDF N° 20 B (1993). Se tomaron aproximadamente 0,3 g de
queso (pesada exacta), que se colocaron en un tubo de digestion. Luego, se adicionaron
aproximadamente 3,5 g de sulfato de potasio, 100 mg de di6éxido de titanio, y 10 ml de
acido sulfurico concentrado. Para la mineralizacién de la muestra, se utilizé una unidad
digestora para seis tubos, con sistema de aspiracion de humos (Digestion System 6,
1007 Digester, Tekator, Suecia). Se realizé la digestiéon de la muestra a la médxima
temperatura del equipo (420°C), hasta que el liquido se torné transparente y limpido. La
destilacién de las muestras se realizé en un equipo BUCHI Distillation Unit B-324
(Suiza). En primer lugar, se agregaron automdticamente 70 ml de hidréxido de sodio
32% (p/v) para la alcalinizacion del medio, y luego se inici6 la destilacién por arrastre
con vapor. Los vapores se recogieron en un erlermeyer con 60 ml de dcido bérico 2%
(p/v), que tenia adicionado un indicador con un viraje a pH 4,65, compuesto por azul de
metileno (0,1% p/v) y rojo de metilo (0,15% p/v) en alcohol etilico 96%. Finalmente, se
realizé en forma manual la titulacién del borato de amonio formado, con una solucion
valorada de 4cido sulfurico 0,1 N, utilizando una microbureta de 5,00 ml de capacidad.

Para expresar el resultado en g % de proteinas totales, se multiplicé el valor
obtenido de nitrogeno total por el factor 6.38, que corresponde a las proteinas

provenientes de productos lcteos.

2.3.5 Cloruro de Sodio
El contenido de cloruro de sodio se determiné por titulacién, de acuerdo a la
norma IRAM 14023-2 (2008). En un erlenmeyer de 250 ml se pesaron 2 g de queso, y

se agregaron 25 ml de solucién de nitrato de plata 0,1 M y 25 ml de 4cido nitrico
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concentrado. Luego de agitar, la mezcla se calentd hasta ebullicidn, y se agregaron 10
ml de una solucién de permanganato de potasio al 5%. Cuando la mezcla de reaccién se
decolord, se agregaron 5 ml més de soluciéon de permanganato de potasio. La presencia
de un exceso de permanganato (color marrén) indica que la destruccioén de la materia
orgénica se ha completado. El exceso de permanganato se eliminé por adicién de una
pequeia cantidad de glucosa. Luego se adicion6 100 ml de agua y 2 ml de la solucién
de sulfato de hierro (III) y amonio y se mezcld. Inmediatamente se valor el exceso de
nitrato de plata con una solucién de tiocianato de potasio 0,1 N hasta que la solucién

viré al color rojo-marrén.

2.4 Analisis estadistico
Los resultados se analizaron mediante analisis de la variancia (ANOVA) de una
via, utilizando el programa estadistico InfoStat (Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias

Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina).

3. Resultados

3.1 Quesos miniatura— tinas paralelas

Haciendo un andlisis de varianza de todos los quesos elaborados, a los 3 y 90
dias de maduracion, se observé que la composicién quimica y el pH de los quesos no
mostraron diferencias significativas (P > 0,05) entre los miniquesos elaborados en el
mismo dia con la misma leche, o en dias diferentes con distinta leche, lo que demostré

que el modelo dio como resultado unidades experimentales reproducibles.
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Tabla 1.1. Composicién quimica y pH de los quesos de las diferentes tinas de
elaboracidon a los 3 y 90 dias posteriores a la elaboracion. Para cada variable, se presenta

el valor medio + desviacion estandar de las 4 réplicas de elaboracion.

Tinas
Variables 1 2 3 4
dia 3
Humedad (%)  44,14+042  4404+183 43264131  43.83%1,29
Grasa (%) 2403+1,08  2411£094  23,73%0,79 243 +0,65
Proteinas (%) 25,99+0,67  2625+035 26494026  2687+0,56
pH 5,18 +0,04 521 +0,02 5,19 + 0,04 5,18+0,04
dia 90
Humedad (%)  3498+127  3439+103  3450+047 34,69+ 1,43
Grasa (%) 28264025 27624098  27,72+1,01 2834+ 1.4
Proteinas (%)  33,97+0,66  3396+055 3387110 34224054
pH 533+0,10 5,40 +0,08 5,38 +0,14 535+0,10

La humedad de los quesos disminuy6 y la concentracion de grasa y proteinas
aument6 con el avance de la maduracién, como consecuencia de la evaporacion en las

cédmaras durante este periodo.

3.2 Quesos elaborados en miniplanta automatizada

En la Tabla 1.2 se presentan los resultados de los quesos provenientes de las
diferentes elaboraciones. No existieron diferencias estadisticas en cuanto a su
composicion quimica y pH comparando los valores tanto al inicio como a los 180 dias
de maduracion. Tampoco se diferenciaron los quesos de mayor tamafio a los 180 dias de
maduracién de los miniquesos de 90 dias de maduracién en cuanto al contenido de
humedad y NaCl, lo que manifiesta que el tiempo de salado y el tiempo al cual los
miniquesos se envasaron fue el adecuado para obtener similares valores en ambos

tamafos de quesos.
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Tabla 1.2. Composicién quimica y pH de los quesos de las 4 elaboraciones realizadas a

los 3, 90 y 180 dias posteriores a la elaboracion.

Elaboraciéon
Variables 1 2 3 4

dia 3
Humedad (%) 40,76 41,26 41,48 41,02
Grasa (%) 25,9 25,47 25,5 25,9
Proteinas (%) 28,81 29,54 30,86 29,52
pH 52 5,18 5,18 3,22

dia 180
Humedad (%) 35,22 35,24 33,53 33,59
Grasa (%) 27,66 28,08 28,71 28,48
Proteinas (%) 31,24 31,2 31,33 32,07
pH 532 533 5,43 53
NaCl (%) 0,89 0,85 0,83 0.9

Miniquesos 90 dias

Humedad (%) 34,19 33,89 33,16 33,04
NaCl (%) 0,81 0,8 0,86 0,85

Al igual que lo observado en los miniquesos de la seccion 3.1, a medida que
avanzo la maduracidn, la humedad de los quesos disminuyé y la concentraciéon de grasa

y proteinas aumentd, como consecuencia de la evaporacion en la cdmara de maduracion.

4. Discusion

En ambos modelos, la reproducibilidad entre tinas en el caso del primero y entre
elaboraciones en el caso del segundo fue adecuada. Los valores fueron similares a los
informados para este tipo de quesos tanto en los productos convencionales (Candioti y
col., 2002, Costabel y col., 2013; Audero y col., 2014), como los miniaturizados (Hynes
y col., 2004a; Aparo, 2005; Vélez, 2010). Al final de la maduracién los valores se
encontraron de acuerdo con los requerimientos del Codigo Alimentario Argentino para
quesos duros tipo Reggianito (ANMAT, 2014).

Varios modelos de queso miniatura han sido desarrollados previamente,
informando valores de composicién global similar a los de los quesos convencionales
obtenidos a nivel industrial. Pueden citarse como ejemplo, los protocolos para la

elaboracion de quesos miniatura tipo Cheddar desarrollados por Shakeel-Ur-Rehman y

76



Capitulo 1

col. (1998) y Milesi y col. (2008b), el protocolo para queso blando descripto por Milesi
y col. (2007), o el protocolo disefiado por Hynes y col. (2000) para la elaboracién de
quesos miniatura tipo Cheddar y Saint Paulin (queso de pasta lavada). Resultados
similares fueron observados por Di Cagno y col. (2006) quienes elaboraron quesos
miniatura tipo Caciotta utilizando el método de Shakeel-Ur-Rheman y col. (1998)
adaptado a la tecnologia de fabricacion de esta variedad. En lo que hace especificamente
a miniquesos de pasta dura cocida, Hynes y col. (2004a), Aparo y col. (2005) y Vélez y
col. (2010) aplicaron estos modelos exitosamente para investigaciones sobre protedlisis
y lipdlisis.

El presente trabajo, por un lado, adapté y optimizé el modelo desarrollado por
Hynes y col. para quesos duros de pasta cocida (2004). La utilizacién de fermentos
comerciales liofilizados compuestos por Lactobacillus helvéticus en los dos modelos
que se presentaron en este capitulo, permitié estandarizar el proceso de elaboracion,
logrando de esta forma que los cambios evidenciados en la protedlisis, sean atribuidos a
las variables de interés. En efecto, el uso de fermentos naturales de suero, aun el
compuesto por cepas seleccionadas de Lb. helveticus cultivadas en suero estéril
(Candioti y col., 2002; Hynes y col., 2003), introduce una mayor variabilidad por la
complejidad de su composicién inicial. Otro cambio introducido en los presentes
modelos fue el coagulante utilizado, el cual tenia una fuerza coagulante mayor que en el
modelo descripto por Hynes y col. Esto permitié que la coagulacion, el endurecimiento
del codgulo y el corte se realicen en menor tiempo, disminuyendo por lo tanto el tiempo
total de la elaboracion. La reproducibilidad de este modelo trabajando segun las
condiciones descriptas, fue mayor que la obtenida previamente utilizando el mismo
equipamiento pero un coagulante de menor fuerza y un fermento de suero compuesto
por cepas seleccionadas de Lb. helveticus (Aparo, 2005).

Por otra parte, se puso a punto un segundo modelo. Como se menciond
anteriormente, por medio del control de las variables de proceso, y la utilizacién de
fermento comercial, se logré obtener elaboraciones reproducibles entre diferentes dias
de elaboracion. La miniaturizacién de los quesos elaborados en la planta piloto
automatizada fue necesaria para poder realizar el tratamiento con APH a los quesos
Reggianito, ya que el cilindro del equipo de Altas Presiones Hidrostiticas posee
dimensiones reducidas. Se han realizado otros ensayos en diferentes variedades de

queso, en los cudles los quesos se elaboraron segtn el protocolo tradicional y luego se
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moldearon en moldes miniatura para poder realizar posteriormente el tratamiento con
APH (Garde y col., 2007; Koca y col., 2011; Evert-Arriagada y col., 2013). En otros
trabajos, a partir del queso elaborado de dimensiones de un queso convencional, se
obtuvieron los bloques de dimensiones adecuadas, que luego fueron introducidos en el
cilindro del equipo (Saldo y col., 2001; O’Reilly y col., 2003; Sheehan y col., 2005;
Juan y col., 2007 a y b; Rynne y col., 2008; Moschopoulou y col., 2010; Okpala y col.,
2010; Ozturk y col., 2013 a y b; Calzada y col., 2014). En el caso del queso Reggianito,
esta alternativa no se realiz6 teniendo en cuenta especialmente que el salado es por
inmersion en salmuera, por lo tanto, la difusién de la sal de forma homogénea en toda la
matriz del queso no es inmediata, por lo tanto no se podria subdividir el queso luego de
salido de salmuera para aplicar el tratamiento con APH. Esto es una diferencia con el
queso Cheddar que es de salado directo y permite el corte de la horma en sub bloques

homogéneos.

5. Conclusion

La miniaturizacién de unidades experimentales o especimenes muestrales en
estudios de maduracién de quesos no es un mero efecto cosmético o de apariencia,
especialmente porque las variedades argentinas son mayormente saladas por inmersion
en salmuera. De esta manera, la ganancia de sal, pero también la velocidad de enfriado y
la pérdida de humedad van a jugar a la hora de definir la humedad final y el pH de los
quesos, que a su vez tendran influencia en las actividades enziméticas de la maduracion.
Mediante la puesta a punto de los modelos descriptos, en estas primeras experiencias de
la tesis fue posible obtener matrices alimentarias reproducibles y comparables a los
sistemas reales. Las fuentes de variacion provenientes de la elaboraciéon fueron
minimizados y tanto el fermento, como el coagulante y el proceso se estandarizaron
para poner de relevancia el efecto de los factores en estudio en los ensayos descriptos en

los capitulos siguientes.
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Capitulo 2

1. Introduccion

En los quesos duros, la maduracion es un proceso largo, que lleva entre 6 y 24
meses, durante el cual la degradacion de las proteinas que conforman la matriz proteica
del queso, y la posterior hidrélisis de los péptidos provenientes de dicha transformacion,
constituyen el conjunto de reacciones cuantitativamente mds importante (Neviani y
Carini, 1994; Candioti y col., 2002; Gobetti y DiCagno, 2003; Fox, 2003; Perotti y col.,
2005; Gatti y col., 2013). Ademds, durante este periodo se produce una moderada
lipolisis, cambios metabdlicos en los hidratos de carbono disponibles, y el catabolismo
de aminodcidos libres y dcidos grasos libres (McSweeney y Sousa, 2000; Tavaria y col.,
2002; Yvon y col., 2006; Peralta y col., 2014). Todas estas reacciones, influyen en la
textura y funcionalidad, y son responsables del desarrollo del flavour de los quesos
(Fox, 2003; McSweeney, 2004; Sgarbi y col., 2013).

Se han propuesto diversas estrategias tecnoldgicas para reducir este periodo, el
cual resulta muy costoso debido a que un gran capital se encuentra inmovilizado. Entre
tales estrategias, se puede mencionar el incremento de la temperatura de maduracién
(Sihufe y col., 2010; Ceruti y col., 2012), la adicién de enzimas exdgenas (Fox y col.,
2000; El Soda y Awad, 2003; Kailasapathy y Lam, 2005; Wilkinson y Kilcawley, 2005;
Azarnia y col., 2011; Sihufe y col., 2011), y el uso de fermentos adjuntos (El Soda y
col. 2000; Irigoyen y col., 2007; Milesi y col., 2008, Peralta y col., 2014).

El agregado de enzimas exdgenas resulta adecuado para acelerar las
transformaciones bioquimicas, pero es costoso, ya que la mayor parte de las enzimas se
pierde en el suero (Upadhyay y McSweeney, 2003; Wilkinson y Kilcawley, 2005). Por
esta razon, en la presente tesis se ha avanzado sobre el incremento en las actividades
proteoliticas que habitualmente se encuentran presentes y activas en el queso: la enzima
coagulante residual y la plasmina.

El coagulante agregado a la leche para producir la transformacion casearia es
capaz de intervenir en mayor o menor medida en la degradacién de las caseinas, seglin
el tipo de queso (Aparo y col.,, 2004; Hynes y col., 2004a; Bansal y col., 2007).
Asimismo, la plasmina — una proteasa nativa de la leche — degrada algunos de los
componentes individuales de las caseinas durante la maduracién de los productos

(Farkye y Fox, 1992; Fox y col., 2000; Kelly y McSweeney, 2003; Ismail y Nielsen,
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2010). El incremento de tales actividades por modificaciones tecnoldgicas, puede
conducir a una protedlisis mds rdpida o de mayor avance en los productos finales
(Farkye y Fox, 1992; Hynes y col., 2004a).

Existen antecedentes para este enfoque: Sommers y Kelly (2002) estudiaron el
efecto del tratamiento térmico de la leche y de la temperatura de coccion sobre quesos
miniatura, concluyendo que la coccidn tiene un efecto importante sobre la actividad de
la plasmina, pero que no sucede lo mismo con la temperatura de tratamiento térmico
previo de la leche. Vélez y col. (2011) comprobaron que en quesos duros fue posible
aumentar la actividad de la plasmina incorporando una etapa de lavado de la cuajada y
modificando el pH de drenado del suero. En cuanto al coagulante residual, se ha
demostrado que la temperatura de coccidn, la dosis y la actividad proteolitica del
coagulante utilizado, el pH de drenado del suero y la humedad del queso pueden
modificar su actividad proteolitica (Bansal y col., 2007).

En este capitulo, se estudi6 la influencia de la temperatura de coccidn sobre la
actividad de plasmina y de quimosina y su efecto sobre la protedlisis, durante la
maduraciéon del queso Reggianito, para investigar si tales modificaciones podrian
acelerar la maduracién de los quesos. Para ello, se realizaron ensayos de elaboraciéon
utilizando la enzima coagulante més utilizada en la elaboracién de queso Reggianito -
quimosina bovina producida por fermentaciébn - y un coagulante de reciente

introduccion al mercado argentino: quimosina de camello producida por fermentacion.

2. Materiales y Métodos

2.1 Diseiio experimental

En este capitulo se estudi6 la influencia del tipo de coagulante y temperatura de
coccion sobre la protedlisis de queso Reggianito. Ambos factores fueron ensayados a
dos niveles, en los tres tiempos seleccionados del periodo de maduracién (inicial, medio
y final). Se emplearon dos tipos de enzimas coagulantes recombinantes: quimosina
bovina (Chy-Max ultra, 950 IMCU, CH) y quimosina de camello (Chy Max M, 740
IMCU, CA), ambas provistas por Chr. Hansen Argentina (Quilmes, Argentina). Se
aplicaron dos temperaturas de coccidon diferentes de la cuajada: 50 y 56°C. Estas

temperaturas fueron seleccionadas teniendo en cuenta que segun la bibliografia
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existente sobre tecnologia de elaboracion de queso Reggianito y consultas realizadas a
los maestros queseros de diferentes empresas lacteas que elaboran este tipo de queso,
generalmente la temperatura de coccion promedio que se utiliza estd entre 52-54°C. Sin
embargo, el rango es mayor, ya que la tecnologia de elaboracién de queso Reggianito no
estd tan estandarizada como en el caso de sus antecedentes Italianos. 56°C fue la mayor
temperatura registrada en las consultas realizadas, y si bien 50°C fue menor que la
temperatura registrada, se propuso como estrategia para aumentar la actividad
coagulante residual y acelerar la maduracién. Los quesos obtenidos de los cuatro
tratamientos fueron denominados CA-50°C, CA-56°C, CH-50°C y CH-56°C (Tabla 2.1).
Las elaboraciones se realizaron por duplicado en el mismo dia, obteniéndose quesos de
aproximadamente 450 g que fueron envasados al vacio utilizando bolsas Cryovac
BB2800CB (Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina), una vez que alcanzaron el nivel
adecuado de humedad para este tipo de queso (aprox. 36%), y se maduraron durante 90
dias en cdmara a 12-14° C y 80% de humedad relativa. Los quesos de los 4 tratamientos
se elaboraron el mismo dia, utilizando la misma leche. Se realizaron cuatro réplicas

completas del ensayo.

Tabla 2.1. Tratamientos evaluados. Enzima coagulante y temperatura de coccidn

aplicados en cada tratamiento.

Temperatura de

Tratamiento Enzima coagulante
coccién (°C)
CA-50°C CA 50
CA-56°C CA 56
CH-50°C CH 50
CH-56°C CH 56

2.2 Determinacion de la dosis de coagulante

Antes de realizar la elaboracion de los quesos, se procedié a determinar la dosis
de cada enzima coagulante a utilizar en los experimentos, de modo de obtener tiempos
de coagulacion similar en todas las experiencias. Para este ensayo, se utiliza un
coagulometro (INRA-PIGNAT, Francia), que consiste en una sonda térmica, que
determina el tiempo en el cual la leche comienza a coagular luego de que se le ha
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adicionado la enzima coagulante. Consiste en un ensayo in vitro, que reproduce a
pequeiia escala la coagulacion de la leche (Figura 2.1). Se utilizé para las
determinaciones leche del tambo experimental el INTA EEA Rafaela. Para cada ensayo,
una muestra de leche de 600 ml se colocé en un vaso de precipitados, y se calentd hasta
33°C. Posteriormente, se adiciondé CaCl, (Merck, Darmastadt, Alemania), en una dosis
similar a la utilizada para la elaboraciéon de queso Reggianito (0,02 % p/v). Luego se
adicioné el coagulante a ensayar, diluido en una pequena cantidad de agua destilada,
para facilitar una adecuada distribuciéon del coagulante en la leche, evitando
coagulaciones puntuales al adicionar el coagulante. La dosis adicionada de cada enzima
fue calculada de acuerdo a las unidades internacionales de coagulacion (IMCU por sus
siglas en inglés internacional milk-clotting unit) indicadas por el proveedor en la

etiqueta de cada coagulante.

Figura 2.1. Determinacion in vitro del tiempo de coagulacion

Las dosis ensayadas fueron: 2, 3,5 y 6 ml/100 1 de leche para CAy 3,3,5,4y5
ml/100 1 de leche para CH. El tiempo de coagulacion fue obtenido a partir del software

Coag (INRA, Pignat, France). Cada ensayo se realizé por triplicado.

2.3 Elaboracion de los quesos
Para la elaboracion de los quesos, se utilizé el modelo de quesos miniatura de

pasta dura cocida descripto en la seccion 2.1 del capitulo 1, en el cual se utiliza un
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conjunto de 4 tinas queseras de 51 de capacidad, que se operaron en paralelo. La leche
utilizada para las elaboraciones fue leche cruda de gran mezcla (pH 6,65 + 0,05 y acidez
18 £ 1 °D) procedente de una industria lictea de Santa Fe (Milkaut SA, Franck,
Argentina). Antes de colocarlas en las minitinas, se procedié a estandarizar el volumen
total de leche (25 1) a una concentracion de grasa de 2,5 g/100 ml y pasteurizarla a 65°C
por 20 min. Una vez que la leche se enfri6 hasta la temperatura de coagulacion (33°C)
se procedié al ajuste del pH a un valor de 6,3, a través del agregado de 4cido lactico (1,5
g/ 100 ml). Luego se adicion¢ el fermento, a una concentracién de 10° cfu/ml de leche,
el cual se tratd de fermento comercial compuesto por Lactobacillus helveticus (Chr.
Hansen Argentina, Quilmes, Argentina). Luego se procedié a distribuirlas en las 4
minitinas de 5 1. Posteriormente se adicionaron los coagulantes, segtn la dosis calculada
en la seccion 2.2 del presente capitulo, previa disolucién en 10 ml de agua destilada. El
siguiente esquema muestra el coagulante adicionado y la temperatura de coccidn

empleado en las 4 tinas de elaboracién

T1 T2 T3 T4

Figura 2.2. Esquema de experimental de elaboracion en las minitinas (T). CH:

quimosina bovina, CA: quimosina de camello

El corte del codgulo se realiz6 una vez que el mismo adquiri6 la firmeza
adecuada, lo cual ocurrié entre 12 a 15 min. La temperatura de coccién fue de 50°C
para las tinas 1 y 2 y de 56°C para las tinas 3 y 4. La mezcla fue mantenida a esa
temperatura por 3 min (etapa de coccion de la cuajada). Las elaboraciones se realizaron
de tal forma de obtener en los quesos niveles de humedad similares, por lo tanto, se
controlaron de manera subjetiva las operaciones fundamentales que regulan la humedad
de los quesos, en este caso, el tiempo de secado y de coccidon. Luego de la etapa de
coccidn, se procedié a la separacion del suero y la cuajada fue moldeada en moldes
aptos para estos miniquesos. Posteriormente se prensaron por 20 horas, y se salaron por
inmersion en salmuera a 12°C. Las elaboraciones se realizaron por duplicado en dias

sucesivos, obteniéndose por cada tina un queso de aproximadamente 450 g, por lo que
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por elaboraciéon se obtuvieron 4 quesos, los cudles se maduraron en cdmara con
temperatura y humedad controlada (85% de humedad relativa y 12°C de temperatura).
Luego de 15 dias de maduracion, seguin lo establecido en la seccion 2.1 del capitulo 1,
los mismos fueron envasados al vacio en bolsas de pelicula Cryovac BB2800CB
(Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina), utilizando una envasadora al vacio de
mesada Rapivac modelo Minimax 430, para evitar pérdidas excesivas de humedad

debido al pequefio tamafio de los quesos.

2.4 Analisis de los quesos

A los 6, 50 y 90 dias luego de la elaboracidn, se procedié al muestreo y anélisis
de los quesos. Para cada tiempo de muestreo se limpié la superficie de los quesos y se
tomo la muestra (aproximadamente 50 g) utilizando un calador en condiciones asépticas
y descartdndose la parte mds cercana a la corteza. La muestra extraida se trituré con la
ayuda de una prensa manual, se colocé en colectores adecuados y luego se homogeneizé
rapidamente para evitar la pérdida de humedad. Luego del muestreo, los orificios de los
quesos se rellenaron con parafina en condiciones asépticas para permitir la conservacion
del producto y la continuacién de la maduracién sin que se produzca contaminacién por
microorganismos indeseables presentes en el medio ambiente. Los quesos fueron
analizados en cuanto a: composicion quimica a los 50 dias de maduracién, pH,
actividad coagulante residual y evolucién de la protedlisis mediante fraccionamiento
nitrogenado, electroforesis y perfiles peptidicos a los 3 tiempos de muestreo. A los 90
dias de maduracion, se determiné ademds la actividad de plasmina. A los 3 y 90 dias de
maduracién se realizd el recuento microbioldgico de los quesos. La composicion
quimica de los quesos se monitored en un tnico punto (50 dias de maduracién) con la
finalidad de verificar que todos los quesos sean comparables desde el punto de vista de
la composicién. Las determinaciones quimicas no se realizaron a los 6 dias de
maduracién, ya que como se mencioné en el capitulo 1, a ese tiempo los quesos no
tienen aun el contenido de humedad adecuado para un queso duro. Todas las
determinaciones se realizaron por duplicado. Las determinaciones de pH, composicién
quimica y recuentos microbioldgicos se realizaron inmediatamente luego del muestreo,
mientras que para las demds determinaciones las muestras trituradas se colocaron en

colectores adecuados y se almacenaron a -18°C hasta el momento del andlisis.
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2.4.1 Composicion quimica, pH y analisis microbiologicos

Las proteinas totales, grasa, materia seca y pH fueron analizados de acuerdo a
los métodos de referencia descriptos en el capitulo 1.

El recuento de la flora l4ctica total en los quesos a los 3 y 90 dias se realiz6 en
placas de agar leche descremada (APC-leche) luego de 48 h de incubacion a 37°C
(Candioti y col., 2002). Para ello, la muestra tomada en condiciones de asepsia (10 g)
fue emulsionada con 90 ml de citrato de sodio estéril (2% p/v) en un recipiente
mezclador estéril. Se realizaron diluciones decimales en agua de peptona de caseina al
0,1% vy alicuotas de 0,1 ml de las diluciones apropiadas fueron sembradas en superficie

en el medio mencionado.

2.4.2 Actividad coagulante residual

La determinacion de la actividad coagulante residual se realizé tomando como
base la metodologia descripta por Hurley y col. (1999), en la cual se cuantifica la
hidrélisis del heptapéptido sintético Pro-Thr-Glu-Phe-[NO2-Phe]-Arg-Leu (Bachem
California, Inc., Torrance, USA), especifico de proteasas aspdarticas. Se preparé una
solucion del este péptido de 1 mg ml™ en agua bidestilada, que se conservo congelada
en alicuotas de 1 ml a -18°C. La reaccién de hidrdlisis se lleva a cabo en un medio de
pH controlado, incubando el péptido con un extracto de queso durante un periodo de
tiempo suficiente para que se produzca la ruptura del mismo y la consecuente liberacion
del producto de reaccion: un tripéptido que contiene el grupo NO2 ([NO2-Phe]-Arg-
Leu), y que posteriormente, es cuantificado por cromatografia liquida en fase reversa
(HPLC-RP) a 300 nm. La concentracién del producto de la hidrélisis es proporcional a
la actividad de la enzima (Hurley y col., 1999).

La metodologia descripta por Hurley y col. fue adaptada en el INLAIN para su
aplicacién en queso Reggianito, una matriz alimentaria con baja actividad residual de
coagulante (Pozza, L., 2012). Para ello, se buscé incrementar la sensibilidad de la
determinaciéon mediante la modificacion de diversos pardmetros, como son longitud de
onda de deteccion, pH de la mezcla de reaccion, método de extraccion de la muestra y
tiempo de reaccion.

Para cada determinacion, la muestra de queso (250 mg) fue pesada en un tubo
Falcon de 15 ml y se adicioné 5 ml de agua. Luego, el tubo se colocé en un bafio maria

a 37°C durante 30 min, agitando en vortex a intervalos de 5 min para lograr una correcta
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dispersion del queso y extraccion de la enzima coagulante. Posteriormente se centrifugd
a 2000 g por 5 min para eliminar la capa de grasa y, en los extractos acuosos, también
las proteinas precipitadas. La capa acuosa fue separada y utilizada para preparar la
mezcla de reaccion. Para iniciar la reaccion, un volumen de 30 pl de la solucién del
péptido se adicion6 a 200 pl de buffer formiato de sodio 0,1 M pH 4,1, en un eppendorf,
y se agregaron 70 pl de la muestra. La mezcla se incub6 a 37°C durante 6 horas, y
finalmente la reacciéon enzimdtica se detuvo por calentamiento a 70°C por 10 min.
Luego se procedi6 al filtrado de las muestras, a través de un filtro de 0,45 pum de tamafio
de poro (Millex, Millipore, Sdao Paulo, Brasil), y 60 ul del filtrado fueron inyectados en
el equipo HPLC. El equipamiento utilizado consistié de un sistema de HPLC clasico,
provisto de una bomba cuaternaria, un desgasificador en linea, un inyector de tipo
manual y un detector UV-Visible, todo perteneciente a la serie 200 de Perkin Elmer.
Ademds el equipo contaba con un horno para columna de la serie Flexar de Perkin
Elmer, el cual se utilizé para estandarizar la temperatura de corrida. La adquisicion y el
procesamiento de los datos cromatograficos se llevo a cabo por medio de una interfase
analégica conectada a una PC con la aplicaciéon Turbochrom® (Perkin Elmer, Norwalk,
CT, USA). Para la separacion cromatografica se empleé una columna analitica de fase
reversa (Aquapore OD-300 C18 de 220 x 4,6 mm). La fase mdvil consistié en una
mezcla de los solventes A (Acido trifluoroacético 0,1% v/v en agua) y B (Acido
trifluoroacético 0,1% v/v en acetonitrilo), de acuerdo al gradiente establecido por
Hurley y col. (1999) con algunas modificaciones cuyos objetivos fueron: permitir una
mejor estabilizacion del sistema entre corridas y obtener una mejor resolucién de los
picos del sustrato y del producto de reaccién, pues la columna utilizada no es
exactamente la misma que la empleada por Hurley y col. (1999) (columna Nucleosil de
C8 de 250 x 4,6 mm, 300 A de tamafio de poro y 5 um de tamafio de particula). La
columna se equilibré inicialmente con 15% del solvente B, condicién que se mantuvo
durante 5 min luego de la inyeccién de la muestra. Posteriormente, se realizd un
gradiente por incrementos lineales del solvente B de la siguiente forma: de 15 a 45% en
20 min, de 45 a 95% en 3 min, manteniéndose finalmente por 2 min a 95% B; luego se
retornd a las condiciones iniciales en 2 min, las que se mantuvieron durante 8 min antes
de la inyeccién de la siguiente muestra. El flujo de fase movil fue de 1 ml min™', el

volumen de inyeccion de 60 pl y la longitud de onda de deteccion de 270 nm.
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Los resultados fueron expresados con nmol de producto por gramo de queso

seco por hora.

2.4.3 Actividad de plasmina

La actividad de la enzima se determiné segin la técnica fluorométrica de
Richardson y Pearce (1981), con algunas modificaciones. La misma se basa en la
liberacion del producto fluorescente 7-amino-4-metil cumarina (AMC) por accién de la
plasmina sobre el péptido cumarinico no fluorescente N-succinyl-L-alanyl-L-
phenylalanil-L-lysyl-7-amido-4-methyl cumarina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Estados Unidos). La intensidad de fluorescencia se monitore6 durante 30 min en
intervalos de 5 min en un espectrofotometro de fluorescencia (Hitachi F-2000, Jap6n)
con longitudes de onda de excitacién y emision de 380 y 460 nm respectivamente.

La muestra (3,9 g) de cuajada se pesé en un tubo Falcon, se le adicionaron 35 ml
de citrato de sodio 0,1 M y se homogeneizé en Ultraturrax (IKA, T-25, Estados Unidos;
equipado con un util de dispersion S25N-18G) durante 2 min (1 minuto de agitacion a
9200 rpm, 1 minuto de descanso, 1 minuto de agitacién a 9200 rpm). Luego, la
suspension se centrifugé a 23900 g durante 20 min a 4°C, y la fraccién soluble
localizada entre la capa superior de grasa y el precipitado (caseina) fue filtrada a través
de un filtro Whatman N° 1.

La medida de actividad se llevé a cabo por duplicado en cubetas de cuarzo,
adicionando 50 pl de filtrado a 825 ul de buffer Tris (pH 7,5) y la mezcla fue incubada
durante 5 min a temperatura ambiente (25°C). La reaccion se inicié con el agregado de
225 ul de sustrato (5 mg del péptido cumarinico se disolvieron en 1,33 ml de dimetil
sulfoxido y 5,33 mL de buffer Tris 50 mM a pH 7.5).

Para determinar la actividad derivada del plasmindgeno, se utilizé la enzima
activadora uroquinasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, Estados Unidos). Para ello se
tomo como referencia la concentracidn utilizada por Rampilli y Raja (1998), preparando
una solucion de uroquinasa de 15 U/ml en buffer Tris (pH 7,5). Se incubaron 10 pl de
esta solucion con 200 pl del filtrado durante 30 min a 37°C. Luego se procedid con la
medida de la actividad descrita anteriormente.

Se realizaron graficas de intensidad de fluorescencia vs. tiempo de reaccién para
cada muestra, y la pendiente obtenida se relacioné con la pendiente de una curva de

calibracion. La curva se realizé midiendo la intensidad de fluorescencia de soluciones
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de AMC de concentraciones conocidas. La actividad enzimatica se expresé por gramo
de queso en base seca, y se la defini6 como nmoles de 7-amido- 4metil- cumarina

(AMC) liberados por min a pH 7,5 y 25°C.

2.4.4 Seguimiento de la protedlisis

El proceso de protedlisis durante la maduraciéon del queso involucra varias
etapas y distintos agentes proteoliticos, por lo que una caracterizacién adecuada de la
misma s6lo puede lograrse mediante la aplicacién simultdnea de varias metodologias.
La electroforesis es la técnica que generalmente se aplica para caracterizar la protedlisis
primaria, mientras que la protedlisis secundaria se evalia mejor mediante la
determinacion del contenido de nitrégeno de las distintas fracciones solubles de un
extracto del queso y el andlisis cromatografico en fase reversa, que proporciona una
huella digital de los perfiles peptidicos del queso (Fox y McSweeney, 1998, Upadhyay
y col., 2004).

El estudio de la protedlisis durante la maduracion de los quesos se llevo a cabo
mediante tres técnicas analiticas: determinacion de las fracciones nitrégeno soluble (NS)
a pH 4,6 (NS-pH 4,6); en tricloroacético 12% (NS-TCA) y en 4cido fosfotingstico 2,5%
(NS-PTA), electroforesis sobre gel de poliacrilamida en presencia de urea (Urea-PAGE)
y cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) de la fraccion del

queso soluble en agua.

Contenido de Nitrogeno soluble

Esta metodologia tiene como objetivo evaluar el grado de protedlisis de las
casefnas y consiste, basicamente, en un fraccionamiento de los compuestos nitrogenados
presentes en un extracto acuoso del queso, segin la solubilidad de los mismos en
distintos agentes precipitantes, y la posterior cuantificacion del contenido de nitrégeno
de cada fraccion mediante el método de Kjeldahl. No se trata de un método especifico,
ya que no brinda informacidn sobre la naturaleza de los compuestos nitrogenados y sélo
proporciona una idea aproximada de su tamafio (Sousa y col., 2001, Upadhyay y col.,
2004). En efecto, los cientos de péptidos presentes en la muestra son fraccionados de
acuerdo a su masa molecular, su hidrofobicidad y conformacién en las distintas
fracciones. La técnica es adecuada para comparar el grado de avance de la protedlisis

entre distintas muestras de queso y es muy utilizada en todo el mundo (Ardd, 1999).
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Para llevar a cabo dicho fraccionamiento, en primer lugar, se preparé una
suspension del queso en citrato de sodio, y posteriormente, varias alicuotas del extracto
se fraccionaron con distintos agentes precipitantes (Gripon y col., 1975, Bernal y col.,
2001). De esta manera, 10 g de queso se homogeneizaron en un mortero con 20 ml de
citrato de sodio 0,5 M y pH 7. La suspensién homogénea se trasvasé a un vaso de
precipitado adicionando agua destilada hasta completar un volumen de
aproximadamente 90 ml. Se agregd gota a gota una solucién de HCI 20% v/v a la
suspension, bajo agitacion mecdnica, hasta alcanzar pH 4,6. Una vez que dicho valor se
estabilizo, se centrifugé a 900 g durante 10 min, obteniéndose dos fracciones, una
soluble y otra insoluble. La fraccién insoluble se destind al estudio electroforético
conservdndose congelada a -18°C hasta su posterior andlisis. La fracciéon soluble se
trasvasé a un matraz de 100 ml, se enrasé con agua destilada y se homogeneizé. Se
tomaron 10 ml para la determinacién del contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6 (NS-
pH 4,6), realizando la digestion y destilacion posteriores.

Luego, se tomaron 15 ml de la fraccion anterior, que se colocaron en un vaso de
precipitado, al cual se adicionaron lentamente 15 ml de dcido tricloroacético (TCA) al
24% y en condiciones de agitacion. Se dejo en reposo durante 30 min y se filtré sobre
papel Whatman N° 42. Se tomé un volumen de 20 ml para la determinacién del
contenido de nitrégeno por el método de Kjedahl. Esta fracciéon se denomind nitrégeno
soluble en 4cido tricloroacético (NS-TCA).

Finalmente, la dltima fracciéon que se analizé fue el nitrégeno soluble en 4dcido
fosfotingstico 2,5% (NS-PTA). Para ello, se tomaron 25 ml de la fraccién soluble a pH
4,6, que se colocaron en un tubo Falcon, al cual se le adicionaron 12,5 ml de 4cido
sulftrico 25% v/v y 12,5 ml de 4cido fosfotingstico (PTA) 10% p/v, se agitd, dejandose
luego en reposo durante 24 h en la heladera (5°C). Al dia siguiente, el contenido total
del tubo se filtré sobre papel Whatman N° 42 y se digirieron 30 ml del filtrado para la
determinacion del contenido de nitrégeno.

Todas las fracciones NS se expresaron como porcentaje del Nitrogeno total.

Electroforesis en gel de poliacrilamida
El residuo insoluble a pH 4,6 se analizé por electroforesis. Esta fraccion esta
compuesta principalmente por las caseinas nativas sin degradar y los grandes péptidos

producidos por la actividad proteolitica del coagulante y la plasmina (Ardd, 1999,
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Zalazar y col., 2004). El residuo insoluble a pH 4,6 se analiz6 por electroforesis Urea-
PAGE. Se utilizé una cuba vertical Mini-Protean II (BioRad Laboratories, California,
Estados Unidos), con una fuente de poder modelo 1000/500 (BioRad Laboratories,
California, Estados Unidos) aplicando un sistema de gel discontinuo (Andrews, 1983).
Se empled una concentracion de acrilamida de 4% para el gel de apilamiento, y de 7,5%
para el gel de separacion (Hynes y col., 1999). Los geles se colorearon con solucién de
Coomasie Blue R-250 al 0,2% (p/v) en 4cido acético, etanol y agua destilada (1,6:4:4)
durante 1 h (Blakesley y Boezi, 1977), y luego se decoloraron mediante repetidos
lavados con solucién decolorante, compuesta por dcido acético, etanol y agua destilada

(1:2,5:6,5). Las bandas de los perfiles electroforéticos fueron analizados visualmente.

Perfiles peptidicos por HPLC

Mediante esta metodologia se resuelven péptidos o grupos de péptidos, y se
obtiene un perfil proteolitico caracteristico de cada muestra. El perfil peptidico
representa una ‘“fotografia instantanea” del proceso de proteodlisis a un tiempo
determinado, por lo que es caracteristico de cada muestra y refleja el complejo
equilibrio entre la producciéon de los péptidos y su posterior degradacion para dar
aminodcidos libres y sus productos metabdlicos (Pripp y col., 2000).

El equipamiento utilizado fue el mismo que el descripto para el andlisis de
actividad coagulante, pero las condiciones cromatogrificas fueron diferentes. Las
corridas se llevaron a cabo a una temperatura de 40°C, y longitud de onda de deteccion
de 214 nm. Los solventes de elucién empleados en cada corrida fueron Agua-Acido
trifluoroacético 1000:1,1 (Solvente A) y Acetonitrilo-Agua-Acido trifluoroacético
600:400:1 (Solvente B) (Hynes y col., 2003). El flujo de fase mévil fue de 1 ml min”! y
el gradiente de elucién que permite la separacion de los péptidos solubles en agua se
detalla a continuacidn: la estabilizacion inicial de la columna se realiza con el solvente
A al 100% durante los primeros 10 min de corrida; luego la proporcién de A comienza a
disminuir mientras que la de B aumenta, llegando a los 90 min con una proporcién de
solventes de 20% para A y 80% para B; al siguiente minuto B llega al 100%, condicién
que se mantiene durante 4 min mds y finalmente se retornd a las condiciones iniciales
en 1 min manteniéndolas durante los 10 min restantes. Todos los cambios realizados

fueron lineales.
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El andlisis de los perfiles peptidicos se realizé sobre un extracto de queso soluble
en agua. Para ello, se pesaron 5,00 g de una muestra de queso que se colocaron en un
mortero, y se agregé aproximadamente 15 ml de agua destilada en forma gradual,
disgregando la muestra hasta homogeneizacién total. Se trasvasé el contenido del
mortero a un tubo Falcon de 50 ml de capacidad, enjuagando con 5 ml de agua
destilada, e incorporando dicho liquido al tubo. Durante esta operacion, se traté de no
incorporar la materia grasa al tubo, ya que su presencia dificulta el procedimiento
posterior de filtrado. El tubo se colocé en un baio maria a 40°C, y se mantuvo durante 1
h, luego de lo cual se centrifug6 a 3000 g durante 30 min. Luego, se descart6 cualquier
resto de grasa que hubiere quedado en el tubo con la ayuda de una varilla de vidrio, y la
fraccion acuosa se trasvasé a un matraz de 25 ml, previo filtrado a través de papel de
filtrado rdpido. El matraz se enrasé con agua destilada, se homogeneizd, y se colocé en
colectores adecuados. Una alicuota de este extracto fue filtrada a través de membranas
de 0,45 um de tamafio de poro (Millex, Millipore, Sdo Paulo, Brazil), y un volumen de
60 ul fue inyectado en el HPLC (Hynes y col., 2003). El andlisis de los perfiles

peptidicos se realiz6 visualmente.

2.5 Analisis estadistico

La concentracion de grasa, proteinas, humedad, plasmina y plasmindgeno fueron
procesadas por andlisis de varianza de dos vias (ANOVA). Para las demds variables, el
tiempo de maduracion, el tipo de coagulante utilizado y las diferentes temperaturas de
coccion de los diferentes tratamientos aplicados fueron seleccionados como factores
principales para el andlisis. Se utilizé un disefio factorial para medidas repetidas en el
tiempo (PROC MIXED, SAS Ver. 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos). En el
caso en que la interaccion resulto significativa (P <0.05), se procedio a la "apertura" de
la misma. Esto consiste en probar las hipdtesis correspondientes a los efectos simples de
uno de los factores para cada uno de los niveles del otro factor, considerando como
término de error el correspondiente al modelo completo. Posteriormente, para cada
efecto simple que resulté significativo se aplicé una prueba de comparaciones multiples

(Prueba de LSD) para detectar grupos de niveles homogéneos (o= 0,05).
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3. Resultados

3.1 Determinacion de la dosis de coagulante
La Figura 2.3 muestra las dosis de coagulantes ensayadas y los tiempos de

coagulacion luego de la adicién del coagulante obtenidos.
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Figura 2.3. Tiempo de coagulacién en funcién de la concentracion de coagulante
evaluada. Los valores corresponden al promedio + la desviacion estindar de las 3

repeticiones efectuadas.

Como se observa en la figura, concentraciones de 4 ml de CH/100 litros de leche
y de 3 ml de CA/ 100 litros de leche produjeron un tiempo de coagulacién igual de 8
min. Por lo tanto esa fue la dosis de cada coagulante que se utiliz6 para la elaboraciéon

de los quesos de las diferentes experiencias.

3.2 Composicion quimica, pH y recuentos microbiolégicos

La composiciéon quimica de todos los quesos a los 50 dias de maduracion fue
similar (Tabla 2.2). El tiempo de maduracién influy6 significativamente en el pH de los
quesos (tanto los elaborados con diferentes coagulantes como los elaborados utilizando
diferentes temperaturas de coccién). Se observé que los quesos de 90 dias de
maduracién tuvieron un valor de pH significativamente mayor que en los otros tiempos
analizados. Los valores promedio obtenidos fueron 5,20, 5,23 y 5,34 para los 6, 50 y 90

dias de maduracion, respectivamente.
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Tabla 2.2. Composicién quimica y pH de los quesos de los diferentes tratamientos

(media + desviacion estdndar). Los valores de pH se presentan a los diferentes dias de

maduracion
Quesos Gras(a (g)n BS Pr]o3t§1r(1¢a;:)en Huznq:)dad pH-6 pH-50 pH-90
CA-50°C 3945+192 54,17+0,12 37,43+0,93 5,15+0,05 5,20+0,14 5,29+0,13
CA-56°C 3953+196 5435+1,76 36,81+042 523+0,04 528+0,04 5,41+0,08
CH-50°C 3890+1,06 53,83+0,06 38,94+0,49 521+0,01 5,24+0,01 5,31+0,05
CH-56°C 37,73+1,55 5495+0,92 39,23+0,30 5,23+0,01 5,21+0,07 5,36 +£0,06

BS: base seca

En relacién a los recuentos de flora lactica, se alcanzé un maximo de 108 UFC / g
a los 3 dias para todos los quesos, valor que decrecié en un orden logaritmico durante la
maduracién. Los recuentos pueden ser atribuidos mayoritariamente al fermento, ya que

alcanzaron valores similares en todos los quesos.

3.3 Actividad de enzima coagulante residual y de plasmina
En las Tablas 2.3 y 2.4 se presentan la significancia de los efectos evaluados y

sus interacciones, y la actividad coagulante residual de los quesos respectivamente.

Tabla 2.3 Significancia de los efectos tiempo de maduracién (F1), tipo de coagulante
(F2) y temperatura de coccion (F3) de los quesos y sus interacciones sobre los

resultados de actividad coagulante residual

Variables Significancia

Fl1 F2 F3 F1xF2 F1xF3 F2XF3
Actividad % NS % NS NS NS
coagulante

*Indica efecto significativo (P<0.05). NS: indica diferencia no significativa.
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Tabla 2.4. Actividad coagulante residual de todos los quesos (valor promedio *
desviacién estdndar de las cuatro réplicas de elaboracién; nmol producto h™ g™) durante
el tiempo de maduracién. Los valores resaltados muestras que la actividad coagulante

residual al final de la maduracién fue mayor que en los quesos jovenes

Quesos
CA CH
Tiempo de
maduracién 50°C 56°C 50°C 56°C
(dias)
6 183,8 +46,8 63,2+283 1242+158 56,8+393
Actividad
coagulante
residual 50 269,8 + 64,1 132,1+344 194,0+74,6 169,9 £30,6
(nmol producto
hl g-l)
90 321,6 £48,2 276,1 +30,4 3264 +66,8 237,3+37,6

Los quesos que se trataron a 50°C tuvieron una actividad coagulante
significativamente mayor que los quesos escaldados a 56°C durante todo el tiempo de
maduraciéon. Ademds se observé que la actividad coagulante residual se incrementd
significativamente durante el tiempo de maduracién para todos los quesos, lo que
sugiere una reactivacion de la enzima luego del tratamiento térmico. En efecto, se
observa que la actividad de la enzima coagulante residual al inicio de la maduracién, fue
mucho menor que al final de la maduracién (Tabla 2.4). Si bien no existié interaccion
significativa entre el tiempo de maduracién y la temperatura, numéricamente se observa
que este efecto fue mucho méas evidente en aquellos quesos que se trataron a 56°C y
consecuentemente, las diferencias atribuibles a la temperatura de cocciéon fueron
menores a medida que el tiempo de maduracién avanzo.

Respecto al tipo de coagulante utilizado, las diferencias entre la actividad
residual de CH y CA no fueron estadisticamente significativas (Tabla 2.3),
independientemente del tiempo de maduracién y la temperatura de coccién. Estos
resultados indican que los experimentos de seleccion de la dosis de coagulante ademads
de permitir obtener tiempos de coagulacidon equivalentes, fueron adecuados para obtener
una actividad similar de los coagulantes durante la maduracién de los quesos.

La actividad de la plasmina y de plasmindgeno en los quesos de 90 dias de

maduracién no fue afectada por la temperatura de coccién. Los valores promedio para
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todos los quesos fueron 4,65 + 1,13 nmoles AMC min’! g'1 y 5,28 £ 0,68 nmoles AMC

S | . ., .
min~ g para plasmina y plasmindgeno respectivamente.

3.4 Seguimiento de la proteélisis

Nitrogeno soluble (NS)

En la Tabla 2.5 se observa la significancia de los efectos evaluados y sus
interacciones para todas las fracciones solubles. Los resultados de las fracciones NS
obtenidos (valor promedio + desviacion estandar de las cuatro réplicas de elaboracion)

de todos los quesos a lo largo de la maduracion se observan en la Tabla 2.6.

Tabla 2.5 Significancia de los efectos tiempo de maduracién (F1), tipo de coagulante
(F2) y temperatura de coccion (F3) de los quesos y sus interacciones sobre los

resultados de las fracciones NS

Variables Significancia
Fl1 F2 F3 F1xF2 F1xF3 F2XF3
NS-pH 4,6 * * * NS NS NS
NS-TCA * * * NS * *
NS-PTA * * * NS NS NS

Tabla 2.6. Fracciones NS de todos los quesos (valor promedio + desviacion estdndar de

las cuatro réplicas de elaboracion) durante el tiempo de maduracién

Quesos
Tiempo de CA CH
NS maduracion
(dfas) 50°C 56°C 50°C 56°C

6 50+06  31+15 50202  47%01

NS'P?%“)’WNT 50 77404  61+09  92+08  66+02
90 89+02 7819  105+07 102417

6 28203 L1201 30401  24%01

NS'T(%V NT 50 6703  27+08  70+05  52+06
90 7700 4911 87403 64201

6 14£01  08£04 13201 10201

Ns'lz;‘)*/ NT 50 32410 17403  33+04  22+0,1
90 4507 25507  56+01  34%0,1

El tiempo de maduracién influy6 significativamente en todas las fracciones NS

(Tabla 2.5). A medida que el transcurri6 el tiempo de maduracion, el contenido de NS
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de las diferentes fracciones se increment6 significativamente (Tabla 2.6). Por otra parte,
el tipo de coagulante utilizado tuvo influencia significativa en las fracciones NS. En este
sentido, los quesos elaborados con el coagulante CA, mostraron valores
significativamente mds bajos que los quesos elaborados con el coagulante CH para las
dos temperaturas de coccion evaluadas durante todo el periodo de maduracién. Para las
fracciones NS-TCA, se observé interaccion significativa entre los factores tipo de
coagulante y temperatura de coccidn (Tabla 2.5). Abriendo la interaccidn, se verifico
que la diferencia entre los quesos CA y CH en la fraccion NS-TCA fue sélo
significativa en aquellos quesos cuya cuajada fue escaldada a 56°C. Por otro lado, se
observaron claras diferencias entre los valores de todas las fracciones solubles en
funcién de la temperatura de coccidn utilizada en cada tratamiento, a través de todo el
periodo de maduraciéon (Tabla 2.5). Esas diferencias fueron observadas para los dos
coagulantes ensayados. Los quesos tratados a 56°C tuvieron menores valores de todas
las fracciones solubles que aquellos que se llevaron hasta 50°C (Tabla 2.6). Para la
fraccion NS-TCA, la temperatura de coccidn también tuvo interaccion significativa con
el tiempo de maduracion (Tabla 2.5). Esto se debi6 a que si bien las fracciones NS-TCA
se incrementaron durante la maduracion para las dos temperaturas de coccion, el cambio
fue menor a los 56°C que a los 50°C (Figura 2.4). A los 6 dias de maduracién, los
niveles de NS-TCA fueron similares para las dos temperaturas de coccion, pero la

diferencia se incrementa durante la maduracion.
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Figura 2.4. Evoluciéon de NS-TCA en funcién del tiempo de maduracién, expresado
como porcentaje del N total. Para cada tiempo de maduracion, los datos representan el
valor promedio para la misma temperatura de coccion, independientemente del tipo de

coagulante.
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Resulta interesante destacar que las diferencias en la protedlisis que son
atribuidas a la temperatura de coccién, fueron mayores en los quesos elaborados con
coagulante de camello. En este sentido, se observé que el incremento en las fracciones
NS de los quesos CA-50°C comparados con los quesos CA-56°C fueron mayores que

las diferencias entre los quesos CH a las dos temperaturas (Tabla 2.6).

Electroforesis

En la Figura 2.5 se muestra una fotografia de los perfiles electroforéticos de los
quesos de la primer elaboracion en los diferentes tiempos de maduracién evaluados. Los
perfiles electroforéticos de las otras elaboraciones fueron similares y no se presentan.
Al igual que lo observado para las fracciones NS, los quesos CA mostraron menores
niveles de protedlisis que los quesos CH a las dos temperaturas de coccion evaluadas. A
los 6 dias de maduracion, en los quesos CH se observa una débil banda de caseina o;-1
(f24-199), la cual no fue observada en los quesos CA. Del mismo modo, se encontré

una banda mds débil de caseina oy; intacta en los quesos CH.

50°C 56°C 50°C 56°C 50°C 56°C
A X 3 A i\ A
! _ | Ml ) - ) |

y-casein

B-casein

0,,-casein

o, -casein
0y;-casein(f24-199) (ay;-I)

CH CA CH CA CH CA CH CA CH CA CH CA

Figura 2.5. Perfiles electroforéticos de los quesos a 1, 50 y 90 dias

correspondientes a la primera elaboracion

En cuanto a la influencia de la temperatura de coccidn, la fraccion de caseina
as1-1 se detectd en los quesos CH tratados a 50°C desde el inicio de la maduracion,
mientras que en los quesos en los que la temperatura de coccion fue de 56°C, ésta fue

observada recién luego de los 50 dias. Se observé ademds que esta fraccion presentd a
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los 50 y 90 dias de maduracién una intensidad mayor en los quesos llevados hasta
menor temperatura.

Las fracciones de caseina y se incrementaron durante la maduracidn, pero no se
observaron diferencias entre los quesos debida a la temperatura de coccién o al tipo de
coagulante. Tampoco se observé efecto de los diferentes tratamientos en las bandas

correspondientes a las caseinas f.

Péptidos solubles en agua por HPLC

Durante la maduracion, se observaron cambios en los perfiles peptidicos de los
quesos, los cudles fueron més evidentes en aquellos que se trataron a 50°C (Figura 2.6).
Comparando los perfiles electroforéticos de los quesos cuyo tratamiento térmico se
efectué a 50 y 56°C, se observé en los primeros una marcada disminucién de los
péptidos hidrofébicos, los cudles se encuentran ubicados desde la mitad hacia la parte
final del cromatograma (a un tiempo de elucién mayor a 40 min), y un mayor aumento
de péptidos hidrofilicos, ubicados al inicio del cromatograma. Los perfiles fueron
similares al comparar los dos tipos de coagulantes ensayados a 50°C. Sin embargo, al
comparar los quesos tratados a 56°C, se observd una menor protedlisis en los quesos
CA, evidenciado por una menor altura de picos correspondientes a compuestos

hidrofilicos al inicio del cromatograma.
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Absorbancia 214nm (mVolt)

Absorbancia 214nm (mVolt)
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Figura 2.6. Perfiles peptidicos de los quesos a 6, 50 y 90 dias de maduracién. A)
Quesos CA 50 y 56°C, B) Quesos CH a 50 y 56°C, C) Quesos CA y CH a 50°C y D)
Quesos CA y CH a 56°C

4. Discusion

La protedlisis depende en gran parte de la presencia de agentes proteoliticos
presentes en la matriz del queso y de su actividad en las condiciones ambientales del
alimento, que a su vez derivan de la tecnologia de elaboracion utilizada. En este capitulo
se evalu6 si la disminucién de la temperatura de coccidn del queso Reggianito puede ser
utilizada como una estrategia para incrementar la protedlisis y por lo tanto, acelerar la
maduracién de este tipo de queso. Esto fue ensayado en presencia de dos enzimas
coagulantes obtenidas por fermentacion que se utilizan en Argentina: quimosina bovina
y de camello.

Durante la maduracién de los quesos, la actividad de coagulante retenido en la
cuajada depende de varios factores, tales como el pH de drenado del suero, la
temperatura de coccion, la humedad del queso y el tipo de coagulante (Bansal y col.,
2007; Bansal y col., 2009b; Vélez y col., 2011). Por lo tanto, la actividad coagulante
residual varia ampliamente entre los diferentes tipos de queso (Holmes y col., 1977;
Grappin y col., 1985; Bansal y col., 2009b). En este trabajo, no se observaron cambios
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en el contenido de humedad de los quesos a pasar de que fueron elaborados con
diferentes temperaturas. Esto se debié a que como se mencioné en la seccién 2.3 de este
capitulo, se controld el trabajo en tina para obtener una humedad similar en todos los
quesos, de modo de obtener matrices similares, y poder comparar la cantidad de
coagulante residual y la protedlisis entre todos los quesos.

Algunos trabajos realizados en quesos duros de pasta cocida, demuestran que
por lo general, contienen una actividad coagulante residual muy baja (Rampilli y col.,
1998). Sin embargo, nuestros resultados muestran que la inactivacion del coagulante no
fue completa y que ademds, durante la maduracion se verific6 una reactivacion de esta
enzima. La reactivacion fue mds importante cuando los quesos fueron tratados a mayor
temperatura. Estudios previos realizados en queso Reggianito hallaron una tendencia
similar, aunque incluian temperaturas de coccién muy elevadas, de hasta 60°C (Hynes y
col., 2004a). Otras investigaciones demostraron ademds que la inactivacion de la
quimosina que ocurre durante la elaboracion de queso Cheddar y atn en quesos Suizos,
en los cudles la temperatura de coccién es mds elevada, era reversible (Hayes y col.,
2002). En el presente trabajo, comparando la cantidad de enzima coagulante residual a
los noventa dias de maduracién con la del inicio de este periodo, se observé que la
misma fue del doble cuando los quesos se trataron a 50°C, mientras que el incremento
fue de 4 veces cuando la temperatura de coccién fue de 56°C. Esto produjo que al final
de la maduracion, las diferencias encontradas inicialmente en la actividad coagulante
residual tiendan a disminuir, presentando todos los quesos valores similares.

La actividad coagulante residual de los quesos fue similar para los dos
coagulantes ensayados, para ambas temperaturas de coccién. Sin embargo, ciertos
indicadores de protedlisis tales como los perfiles peptidicos y las fracciones
nitrogenadas, indicaron menor protedlisis en los quesos elaborados con quimosina de
camello cuando se aplicé una temperatura de coccién mds elevada. Estos resultados
sugieren que la quimosina de camello fue mds sensible a la temperatura de coccion de
56°C. Vallejo y col. (2012) encontraron resultados diferentes, ya que reportaron que la
quimosina de camello fue més termoestable que la bovina entre los 50 y 60°C. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que estos estudios de termoestabilidad fueron
realizados in vitro, y no se consideraron los posibles efectos de la matriz del queso sobre

esta propiedad.
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La temperatura de coccién puede afectar la actividad de plasmina (Somers y
Kelly, 2002; Ismail y Nielsen, 2010), sin embargo, en los quesos ensayados en este
estudio no existieron diferencias. Lo mismo fue encontrado en estudios previos
realizados en minicuajadas modelo de queso Reggianito (Vélez y col., 2011). En los
trabajos en los cuales se observaron diferencias en la actividad de plasmina, las mismas
fueron significativas cuando los quesos se cocinaron a temperaturas muy diferentes,
como por ejemplo 48 y 55°C (Somers y Kelly, 2002). También las diferencias
mencionadas por Ismail y Nielsen (2010) son debido a que se comparan diferentes
variedades de quesos que son elaborados con distintas temperaturas de coccion. Estos
investigadores mencionan que en los quesos Suizos, cuya cuajada se escalda a
temperaturas mayores a 50°C, los niveles de plasmina son mayores al compararlos con
Cheddar, en los cuales la temperatura de semi-coccién no supera los 37°C.

La proteina mds susceptible al ataque del coagulante durante la maduracién del
queso es la agj-caseina, siendo el principal sitio de ataque el enlace Phess-Phess, con la
consiguiente produccion de los péptidos as (f1-23) y og-1 (f24-199) (Carles y
Ribadeau-Dumas, 1985). El primer péptido, mds pequefio y soluble en agua, se degrada
rapidamente por accidn de las enzimas del fermento, y no se detecta en la electroforesis.
El segundo péptido, os-1 (f24-199), es insoluble en agua y puede ser visualizado en las
corridas electroforéticas (Fox, 2003, McSweeney, 2004). Los resultados de los perfiles
electroforéticos concuerdan con los obtenidos para la actividad coagulante residual. Los
quesos de 50°C, que mostraron mayor actividad coagulante residual, también mostraron
una mayor degradacion de la caseina o5 con una consiguiente mayor produccién del
péptido o,-1 (f24-199). Resultados similares fueron obtenidos por Sheehan y col.
(2007), quienes observaron que el incremento en la temperatura de coccién durante la
elaboracion de quesos semiduros redujo la degradacion de la o -caseina, en el orden de
53 < 50 < 47°C. La hidrdlisis de la caseina oy, para dar las fracciones oy (f1-23) y oy
(f24-199) es catalizada por la quimosina en quesos de pasta blanda y semiduros, no
cocidos, en etapas tempranas de la maduracién, debido a la actividad relativamente alta
de la enzima coagulante en estos tipos de quesos (de Jong, 1978). En quesos duros y de
pasta cocida, el péptido as; (f24-199) aparece en etapas tardias de la maduracion, en
general después de los 45 dias (Hynes y col., 2004a). Esto puede deberse a que la
hidrélisis de la caseina o4 tiene lugar luego de cierto grado de reactivacion de la

quimosina residual, cuando las condiciones medioambientales adversas que tienen lugar
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durante la elaboracion del queso (etapa de coccién) ya han sido superadas (Hynes y col.,
2004a).

La fraccion de NS-pH 4,6 refleja principalmente la acciéon de la quimosina
residual y plasmina y, en menor medida, la accién de las proteasas de pared del
fermento primario, y la informacién que brinda es pricticamente la misma que la
electroforesis (Sousa y col., 2001). Por otro lado, tanto la fraccion de NS-TCA y NS-
PTA, que contienen fundamentalmente péptidos de medianos a pequefios, aminoécidos
libres y compuestos nitrogenados menores (Ardo, 1999) son el resultado principalmente
de la actividad de enzimas microbianas, aunque el coagulante también puede aportar
péptidos a estas fracciones. En todos los quesos que se trataron a 50°C, se observé un
incremento en todas las fracciones NS. La mayor produccién de péptidos grandes e
intermedios (fracciones solubles a pH 4,6 y en 4cido tricloroacético) en los quesos con
una coccién a menor temperatura seria resultado de la mayor actividad coagulante
residual detectada en estos quesos. Asimismo, la accién del coagulante sobre las
casefnas genera péptidos que pueden ser hidrolizados por las proteasas y peptidasas
microbianas produciendo péptidos mds pequefios, aminodcidos libres y compuestos de
aroma y sabor (Gobetti y DiCagno, 2003; Upadhyay y col., 2004). Los valores mds
elevados de NS-PTA durante la maduracion, podria deberse a este efecto indirecto del
coagulante, ya que un pool muy rico de péptidos de tamafio intermedio estaria
disponible favoreciendo la protedlisis y peptiddlisis por el cultivo del fermento (Sousa y
col., 2001; Gobetti y DiCagno, 2003; Upadhyay y col., 2004). Si bien en este trabajo
existe relacion entre el incremento de la actividad coagulante residual y la producciéon
de los péptidos generados por esta enzima, no se debe descartar que existen
antecedentes que sugieren que otras enzimas, como la catepsina D (Hayes y col., 2001)
y enzimas de la pared celular de ciertas cepas de Lactobacillus helveticus (Delacroix
Buchet y Fournier, 1992; Sadat-Mekmene y col. 2013) pueden contribuir a la
produccién del péptido ag-I en quesos elaborados con temperaturas de coccién
elevadas.

Comparando el tipo de coagulante ensayado, se pudo observar que los quesos
elaborados con quimosina de camello, presentaron menor protedlisis durante la
maduracion, lo cual fue verificado por menores niveles de ciertos indices de protedlisis
en los mismos. Una tendencia similar fue obtenida por Bansal y col. (2009a) en quesos

Cheddar elaborados con estas mismas enzimas coagulantes, al comprobar que la
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utilizacién del coagulante de camello condujo a menores niveles de protedlisis en
comparaciéon con la quimosina bovina. No obstante, estos autores encontraron
diferencias cuantitativas bien marcadas en los perfiles peptidicos de los quesos
analizados, atribuyendo tales diferencias tanto a que la cantidad de coagulante de
camello utilizada fue menor, por su mayor poder coagulante, como a su actividad
proteolitica no especifica menos intensa. En efecto, estudios previos de caracterizacion
de la enzima coagulante de camello (Kappeler y col., 2006), informaron una mayor
especificidad de la misma y una actividad proteolitica no especifica menor en
comparacion con la quimosina bovina (relacién coagulacion/protedlisis mas elevada).
Bansal y col. también encontraron hidrélisis de la caseina B en los quesos elaborados
con quimosina bovina, lo cual no fue verificado en quesos elaborados con quimosina de
camello. En los quesos del presente ensayo, no se identificé la fraccién f (f1-189/192)
en ninguno de los quesos analizados. Los cambios atribuibles al tipo de quimosina en
este trabajo, fueron detectados principalmente en las fracciones NS y en los perfiles
peptidicos.

En quesos Cheddar con contenido de grasa reducido, el uso de quimosina de
camello condujo a menor protedlisis y menor sabor amargo, comparando los quesos con
los elaborados utilizando quimosina bovina. Este ultimo efecto se atribuyé a la
disminucién de péptidos hidrofébicos a partir de la caseina B (Govindasamy-Lucey y
col., 2010; Bgrsting y col., 2012). Mgller y col. (2012) también verificaron menor
actividad proteolitica de la quimosina de camello in vitro sobre las caseinas o5 y B en
comparacion con la quimosina bovina. Mgller y col. (2013) encontraron que quesos
Cheddar reducidos en sal elaborados con quimosina bovina tuvieron menores cantidades
de caseina oy intacta que aquellos elaborados con quimosina de camello, especialmente
durante etapas tempranas de la maduracion. En quesos Mozzarella de baja humedad
parcialmente descremado, Moynihan y col. (2014) también encontraron menores niveles
de protedlisis en los quesos elaborados con quimosina de camello que en los elaborados
con quimosina bovina, lo cual es considerado beneficioso por los autores, ya que
alargaria la vida util de estos quesos. Al igual que en el presente estudio, Moynihan y
col. utilizaron dosis equivalentes de ambos coagulantes, tomando como criterio el
tiempo de coagulacion de la leche luego de la adicion del coagulante.

Las investigaciones realizadas hasta el momento sobre el uso de quimosina de

camello, indica que los defectos en la protedlisis atribuibles al uso de la quimosina
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bovina, especialmente en quesos reducidos en grasa o parcialmente descremados
pueden evitarse o minimizarse remplazando esta quimosina por la de camello. Sin
embargo, en el presente estudio, no se encontraron defectos o cambios negativos
asociados a la protedlisis debido a la quimosina bovina, y su sustitucién por la
quimosina de camello no cambi¢ significativamente el patron de la protedlisis primaria
del queso. En efecto, no se detecté ningin cambio en la zona de picos hidrofébicos del
cromatograma (picos de mds de 40 min de retencién) cuando se compararon los dos
coagulante ensayados.

Las investigaciones sobre la protedlisis de quesos mediada por la quimosina de
camello son novedosas y pueden presentar resultados disimiles, especialmente cuando

se comparan diferentes variedades de queso.

5. Conclusiones

La utilizacién de temperaturas de cocciéon mds baja condujo a aceleracion de la
protedlisis del queso Reggianito, debido a un incremento en la actividad coagulante
residual.

La actividad coagulante residual se increment6 durante la maduracion, y mostré
una tendencia a igualarse en todos los quesos a los 90 dias. Sin embargo, la actividad
coagulante residual, al igual que la protedlisis fue siempre mayor en los quesos que se
trataron a una menor temperatura de coccion, para todos los indices de protedlisis
evaluados

En cuanto a la comparaciéon entre la quimosina de camello y la bovina, los
resultados del presente estudio confirmaron que la quimosina de camello es menos
proteolitica que la bovina, aunque las diferencias encontradas no fueron tan marcadas
como las informadas por otros autores. Los patrones de protedlisis fueron similares para
ambas enzimas, especialmente los observados por electroforesis, pero en los quesos
elaborados con quimosina bovina, la peptiddlisis fue cuantitativamente mds intensa a
tiempos similares de maduracion, para las dos temperaturas de coccién estudiadas. No
se detectaron evidencias de productos defectuosos o protedlisis alterada, como péptidos

hidrofobicos derivados de la caseina B, en ninguno de los quesos evaluados.

106



Capitulo 3
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON ALTAS
PRESIONES HIDROSTATICAS (APH) SOBRE LA
COMPOSICION;, LAS BACTERIAS LACTICAS Y LA

PROTEOLISIS DE QUESO REGGIANITO



Capitulo 3

1. Introduccion

El Tratamiento de Altas Presiones Hidrostiticas (APH) se plantea como una
estrategia innovadora que puede ser utilizada con el objetivo principal de disminuir el
periodo de maduraciéon de los quesos, que alcanza largos periodos en variedades de
quesos duros y semiduros, y durante el cual se producen complejas trasformaciones
bioquimicas sobre las proteinas, las grasas y los glicidos que dan lugar a la textura,
flavour y funcionalidad caracteristicas de las diferentes variedades (O’Reilly y col.,

2001; Trujillo y col., 2002; San Martin Gonzalez y col., 2007).

El interés en estudiar el efecto del tratamiento con APH sobre quesos, se inicié
en parte por los prometedores resultados presentados en la patente de Yokohama y col.,
(1992), en la cual se evidenci6é que quesos Cheddar que fueron expuestos a presiones de
50 MPa durante 3 dias a 25°C, presentaron una concentracién de aminoécidos libres y
un flavour comparable a quesos comerciales con 6 meses de maduracién. A partir de
este estudio, comenzaron a realizarse otras investigaciones, en quesos Cheddar
(O’Reilly y col., 2000, O’Reilly y col., 2001), Gouda (Messens y col., 1999), y queso
duro de cabra (Saldo y col., 2001), utilizando tratamientos similares a los aplicados por
Yokohama y col. (1992). Estos trabajos en su mayoria concluyeron que la aplicacién de
las combinaciones presion - tiempo estudiadas tuvieron relativamente poco efecto sobre
la maduracién de los quesos. Esto en parte fue atribuido a que en el trabajo de
Yokohama y col., ademds del tratamiento con APH, utilizaron en el experimento una
dosis de cultivo l4ctico iniciador aproximadamente diez veces mayor que las
frecuentemente utilizadas para la elaboracion de queso Cheddar, lo que seguramente

influy6 en la aceleracién de la maduracion observada.

Comenzaron entonces a plantearse otros estudios, en diferentes variedades de
queso, variando las combinaciones presidon-tiempo, evaluando el impacto en diferentes
aspectos relacionados a la maduracion (Martinez-Rodriguez y col., 2012). La mayoria
de los estudios se han realizado en quesos Cheddar (O’Reilly y col 2002; O’Reilly y
col., 2003; Wick y col., 2004; Rynne y col., 2008; Ozturk y col., 2013a y b). También se
llevaron a cabo investigaciones en otra variedad de queso duro no cocido (Yang y col.,
2014), en queso Mozzarella (Sheehan y col., 2002), en quesos Edam (Iwaczak y
Winiewska, 2005), en quesos Gouda (Liu y col., 2011), en quesos frescos (Okpala y
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col., 2011), en quesos de cabra (Saldo y col., 2002), en quesos de oveja (Garde y col.,
2007; Juan y col., 2008; Moschopoulou y col., 2010), y en quesos madurados por
hongos (Calzada y col., 2014; Voigt y col., 2010). Sin embargo, en quesos duros de
pasta cocida, tales como los quesos italianos Parmigiano-Reggiano o el Grana Padano,
el queso suizo Sbrinz y el queso Reggianito argentino, los cuales muestran los periodos
de maduracién mds largos, entre 6 meses y 2 afos, no se ha realizado hasta el presente
ningtin estudio de altas presiones. La posibilidad de disminuir el tiempo de maduracién
de estos quesos por medio de la tecnologia de APH, tendria el beneficio econémico de
bajar los altos costos que insume mantener almacenados grandes volimenes de

producto durante periodos de tiempo prolongados.

El objetivo del presente capitulo consistié en evaluar el efecto del tratamiento
con APH sobre la protedlisis del queso Reggianito, en pos de determinar si es favorable
a una aceleracién de la maduracién. Asimismo, se valord la influencia de la aplicaciéon
de APH sobre la composicion global del queso y sobre las bacterias lcticas tanto del

fermento como las no aportadas por el cultivo.

2. Materiales y Métodos

2.1 Diseiio experimental

Para la realizacion del estudio se utilizé un disefio factorial completo 2?, siendo
los factores el nivel de presion (100 y 400 MPa) y el tiempo de mantenimiento de la
presion (5 y 10 min). Esto dio lugar a 4 tratamientos: T1 (100 MPa-5 min), T2 (100
MPa-10 min), T3 (400 MPa-5 min) y T4 (400 MPa-10 min). Adem4s, se incluy6é un
tratamiento control (C, quesos no tratados con APH) (Tabla 3.1). Los quesos tratados
con APH y los controles se maduraron en cdmara (con control de temperatura y
humedad) a 12°C durante 1, 45 y 90 dias post tratamiento con APH. Se realizaron 4
repeticiones del ensayo completo, es decir 4 procesos completos: elaboracién +

tratamiento con APH/control + periodo de maduracion.
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Tabla 3.1. Tratamientos evaluados. Presion y tiempos de presurizacion aplicados en

cada tratamiento. C: control; T1 a T4: tratamientos 1 a 4 respectivamente

Tratamiento Presion (MPa) Tiempo (min)
C 0,1 0
Tl 100 5
T2 100 10
T3 400 5
T4 400 10

2.2 Elaboracion de los quesos
Se realizaron 4 elaboraciones de quesos, utilizando la tecnologia descripta y validada en
la seccion 2.2 del capitulo 1. Para cada elaboracion se utilizaron 180 litros de leche
cruda proveniente del tambo experimental de la EEA Rafaela, cuya composicién y pH
promedio fueron: grasa 3,62 + 0,06 %; proteinas 3,5 + 0,07 %, sdlidos totales 12,68 +
0,06 % y pH 6,81 £ 0,06). El tiempo de coagulacién promedio + la desviacion estdndar
correspondiente a las 4 elaboraciones fue de 7,18 + 0,66 min. Luego de la etapa de pre-
prensado, los quesos se formaron en moldes cilindricos miniatura, de material plastico,
de 5,5 cm de didmetro por 10 cm de alto, de manera de obtener quesos de un tamafio
adecuado para su tratamiento en el cilindro del equipo APH. Luego de moldeados, los
quesos fueron prensados en simultineo durante 20 horas en prensa horizontal y
posteriormente se salaron en salmuera saturada a 12°C durante 6 horas. El peso
promedio de los quesos a la salida de salmuera fue de 250 g. Antes del tratamiento con
APH, se envasaron al vacio en bolsas de pelicula Cryovac BB2800CB
(permeabilidades: O, 30 cm’® m™? 24hs™ bar'l; CO, 150 cm’m™ 24 h! ba.r'l; vapor de
agua 20 g 24 h' m? Sealed Air Co., Buenos Aires, Argentina), utilizando una
envasadora de doble campana Rapivac Modelo Maximax 800 G. Se obtuvieron 40
miniquesos por elaboracidn, los cuales se dividieron al azar de la siguiente manera: 8

controles, y 8 para cada tratamiento (T1 a T4).
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2.3 Tratamiento con Altas Presiones Hidrostaticas (APH) y maduracién de los
quesos

Los quesos fueron sometidos al tratamiento con APH a las 24 h posteriores a
cada elaboracidén, segun el disefio descripto en 2.1, teniendo en cuenta un estudio de
O’Reilly y col. (2000) en el cual se demuestra que el tratamiento fue mas eficiente en
términos de aceleracion de la protedlisis cuando se aplica en quesos jovenes. El
tratamiento se realiz6 utilizando el equipo Stansted Fluid Power (cilindro de 2 1, presion
maxima 900 MPa, modelo Iso-Lab System FPG9400:922, Stansted, Reino Unido), cuya
descripcion se detalla en la seccion 5.4.3 de la Introduccion. El fluido de compresion
utilizado consistid6 en una mezcla de alcohol propilenglicol y agua destilada en
proporcién 30:70. Se trabajoé a una velocidad de presurizacion de 300 MPa min™ y una
temperatura inicial del cilindro de 20°C. Los quesos envasados al vacio se introdujeron
en el canasto del sistema APH, a razén de 4 quesos por corrida (Figura 3.1). Cada
tratamiento se repitié dos veces, por lo tanto se obtuvieron en total 8 quesos iguales por
tratamiento, provenientes de la misma unidad experimental (elaboracion). Luego del
tratamiento, se retiraron del canasto y se les quité el envase. Posteriormente, los quesos
tratados con APH y los quesos control fueron madurados en cdmara (con control de
temperatura y humedad) a 12°C por un periodo méaximo de 90 dias. Para evitar una
pérdida de humedad excesiva en los quesos y lograr que los mismos tengan una
humedad similar a los quesos producidos a nivel industrial, se procedié a envasarlos al
vacio a los 10 dias posteriores al inicio del almacenamiento, utilizando una envasadora
al vacio de mesada Rapivac modelo Minimax 430 y el mismo tipo de bolsas que se

empled para envasar los quesos antes del tratamiento con APH.
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Figura 3.1. a- Introduccion de los quesos envasados al vacio en el canasto del sistema
APH. b- Carga del canasto en el cilindro de alta presiéon. c- Quesos luego del

tratamiento con APH

2.4 Analisis de los quesos

Todas las determinaciones analiticas descriptas a continuacion se realizaron por
duplicado los dias 1, 45 y 90 post tratamiento con APH. Los 8 quesos disponibles por
elaboracién para cada tratamiento (incluyendo el control) se dividieron segin se

muestra en la Figura 3.2.
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Dia 1 post tratamiento con APH

v Color v" Recuentos microbiolégicos
v' Textura v" Composicion fisicoquimica
v Actividad de plasmina y coagulante
residual

v Estudio de la protedlisis

Dia 45 post tratamiento con APH

v' Color v Recuentos v' Sensorial

v Textura microbiolégicos
v' Composicion
fisicoquimica

v Actividad de plasmina

y coagulante residual
v Estudio de la
protedlisis

Dia 90 post tratamiento con APH

v Color v Recuentos v' Sensorial

v Textura microbiolégicos
v' Composicion
fisicoquimica

v Actividad de plasmina

y coagulante residual
v Estudio de la
protedlisis

Figura 3.2. Distribucién de los quesos por tiempo de maduracion y andlisis realizado

Para cada tiempo de andlisis, el miniqueso destinado para los andlisis descritos
en el presente capitulo, en primer lugar se muestred en condiciones asépticas para los
andlisis microbioldgicos. Posteriormente, se procedié a triturarlo utilizando una

minipimer. Las determinaciones de pH, composicién fisicoquimica y los recuentos
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microbioldgicos se realizaron inmediatamente luego del muestreo, mientras que para las
demds determinaciones las muestras trituradas se colocaron en colectores adecuados y

se almacenaron a -18°C hasta el momento del analisis.

2.4.1 Composicion quimica y pH
Las proteinas totales, grasa, materia seca y pH fueron analizados de acuerdo a

los métodos de referencia descriptos en el capitulo 1.

2.4.2 Recuentos microbioldgicos

Para el recuento de microorganismos en los quesos, la muestra tomada en
condiciones de asepsia (10 g) fue emulsionada con 90 ml de citrato de sodio estéril (2%
p/v) en un recipiente mezclador estéril. Se realizaron diluciones decimales en agua de
peptona de caseina al 0,1% y alicuotas de 0,1 ml de las diluciones apropiadas fueron
sembradas en superficie en diferentes medios.

Para el recuento de la flora l4ctica total se utiliz6 APC-leche, y se incubé a 37°C
durante 48 h (Candioti y col., 2002).

Para el recuento de lactobacilos a 30 y 45°C la siembra se realiz6 en MRS, y las
placas se incubaron en condiciones de micro anaerobiosis, a 30 y 45°C respectivamente
durante 48 hs. La temperatura de incubacion de 45°C fue seleccionada para promover el
crecimiento de la flora del fermento primario, consistente en lactobacilos terméfilos,
fundamentalmente Lactobacillus helveticus (Reinheimer y col., 1996, Corsetti y col.,
1998). Por otro lado, la temperatura de incubacion de 30°C fue seleccionada para
obtener los recuentos de los lactobacilos meséfilos (Bude Ugarte y col., 2006; Corsetti y

col., 1998).

2.4.3 Actividad coagulante residual y de plasmina
La actividad de las enzimas coagulante residual y plasmina fue cuantificada de

acuerdo a los métodos descriptos en el capitulo 2.

2.4.4 Seguimiento de la protedlisis:
El seguimiento de la protedlisis se realizé siguiendo la metodologia detallada en
el capitulo 2. Se determinaron:
Fracciones nitrogenadas (NS-pH 4,6 y NS-TCA)
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Electroforesis

Péptidos solubles en agua por HPLC

Perfil de aminoacidos libres y aminoacidos libres totales

Los aminoécidos constituyen los productos finales del proceso de protedlisis,
pero, a su vez, pueden sufrir transformaciones posteriores que dan origen a una gran
variedad de compuestos determinantes del sabor y aroma. De esta manera, el contenido
de amino4cidos libres en el queso es el resultado del balance entre su produccién y su
degradacion por diversos sistemas enzimdticos (Sousa y col., 2001).

La determinacién de la concentraciéon individual de 18 aminodcidos y de la
cantidad de aminodcidos libres totales se realizé en el Area de Investigacién Bioquimica
y Nutricién del Instituto Tecnologia de Alimentos del CIA-INTA Castelar, en la cual se
dispone de equipamiento adecuado para tal fin. Los aminodcidos libres totales e
individuales fueron evaluados en el sobrenadante del NS- TCA. Se tomaron 10 ml del
mismo y se ajusté el pH a 2,2 con el buffer de carga del equipo (loading buffer, citrato
de sodio pH 2,2) e hidréxido de sodio (solucién acuosa 3,5 N). Posteriormente, se
realiz6 un filtrado de esta muestra utilizando una membrana de teflon de 0,2 um
(DISMIC®-13JP_ADVANTEC. Disposable Syringe Filter Unit. PTFE-Hydrophobic,
Dublin, Estados Unidos). Luego del filtrado y antes del andlisis cromatogrifico en
viales individuales para cada muestra, se colocé un volumen conocido de L-norleucina
como estdndar interno del andlisis (relacion muestra: L-norleucina: buffer de carga
1:1:8). Paralelamente, se prepar6 un blanco de reactivos (L-norleucina: buffer de carga
1:9) y una solucién estindar de 18 aminodcidos (18 AA, Sigma-Aldrich®, Buenos
Aires, Argentina), (estdndar: L-norleucina: buffer de carga 1:1:8). El estdndar contenia
los siguientes aminodcidos: 4cido aspartico (Asp), serina (Ser), dcido glutdmico (Glu),
glicina (Gly), histidina (His), arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala), prolina (Pro),
cisteina (Cys), tirosina (Tyr), valina (Val), metionina (Met), lisina (Lys), isoleucina
(Ile), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), triptéfano (Trp).

La concentracioén final de L-norleucina y de los aminodcidos en la solucién
estdndar fue de 5 nmol/20ul, con excepcién de la cisteina, que fue de 2,5 nmol/20ul,
debido a que el estdndar comercial no tiene Cisteina (Cys) sino que tiene Cistina que es
un dimero de dos cisteinas unido por sus grupos funcionales tiol a través de un puente

disulfuro.
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El perfil de aminodcidos (AA) fue determinado mediante el uso de un analizador
automatico (Biochrom30 GE®-Healthcare Life Sciences, Buenos Aires), cuyo principio
de separacion se basa en la cromatografia de intercambio catiénico, y posterior reaccion
con ninhidrina. La identificacion y cuantificacion de los AA separados se llevo a cabo
por comparacién con el perfil generado por la solucién de estdndar de aminoécidos y la
L-norleucina como estdndar interno, como se mencioné previamente. Los aminoécidos
de las muestras fueron separados a través del cromatégrafo equipado con columna
PEEK de intercambio catiénico (Ultropac 8, BioEsanco, Buenos Aires, Argentina). Para
la elucién de la columna se utilizaron soluciones tamponadas de citrato, generando un
gradiente de pH desde 2,2 a 4,25. Se trabajé a temperatura controlada, con una
temperatura de horno de columna de 37°C. Una vez realizada la separacion, los AA
reaccionaron con ninhidrina y los productos de la derivatizacién se detectaron por
espectrofotometria en el espectro visible (570nm). La temperatura del reactor post
columna se mantuvo en 135°C. La cantidad de compuestos coloreados producidos es
directamente proporcional a la cantidad de cada aminoécido presente en el eluyente. Se
construyd una curva de calibrado utilizando el estindar 18AA-Sigma-Aldrich®. Para la
cuantificacion, las dreas de los picos, relativizadas con respecto al drea del estdndar
interno, fueron correlacionadas con las concentraciones acorde a la curva de calibracion.

Los resultados fueron expresados en mg de aminodcido/ 100 gramos de queso seco.

2.5 Analisis estadistico

Los resultados de composicion quimica, pH, recuentos microbiolégicos,
actividad coagulante residual y de plasmina, fracciones nitrogenadas y aminodcidos
libres fueron analizados utilizando un disefio factorial para medidas repetidas en el
tiempo (PROC MIXED, SAS Ver. 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos). El
tiempo de maduracion y los diferentes tratamientos aplicados, incluyendo el control,
fueron seleccionados como factores principales para el andlisis. En el caso en que la
interaccion resulto significativa (P <0.05), se procedi6 a la "apertura" de la misma. Esto
consiste en probar las hipdtesis correspondientes a los efectos simples de uno de los
factores para cada uno de los niveles del otro factor, considerando como término de
error el correspondiente al modelo completo. Posteriormente, para cada efecto simple
que resulté significativo se aplicé una prueba de comparaciones multiples (Prueba de

LSD) para detectar grupos de niveles homogéneos (o= 0,05).
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Los perfiles peptidicos fueron analizados a través de métodos multivariantes,
incluyendo una metodologia denominada logica difusa (“fuzzy approach”) para la pre-
reduccion de los datos obtenidos por HPLC. La metodologia “fuzzy” se disefid para
proveer una herramienta matematica para llevar cualquier teoria especifica de la forma
discreta a la forma continua (Piraino y col., 2004). El objetivo de este método es pre-
procesar objetivamente los perfiles cromatograficos, para obtener un nuevo set de datos
mads reducido, evitando la seleccién visual y subjetiva de los picos del cromatograma.
Los datos de entrada (input) en este pre-procesamiento fueron las dreas de los picos y
los tiempos de retencion. Los datos de salida (output) fueron clases de tiempo de
retencion, dentro de las cuales las dreas de los picos se acumulaban, afectindose por un
coeficiente proporcional a la distancia al centro de la clase (Piraino y col., 2004).

El nuevo set de datos fue entonces analizado por andlisis de componentes
principales (PCA), usando la aplicaciéon SPSS ® (SPSS Inc., Chicago, IL) (Pripp y col.,
2000 a,b).

Los componentes principales también consisten en una reduccién de
dimensionalidad, pero en este caso se trata de la obtencién de nuevas variables,
ortogonales entre si, representadas por ecuaciones lineales del tipo:

PCl=alx1+b1x2+... . +klxi
PC2=a2x1+b2x2+.... +k2xi

PCn= anx1+bnx2+. ... +tknxi

En nuestro caso, los valores de x fueron las dreas de las clases de tiempo de
retencion de cada cromatograma pre-reducido, mientras que los valores a, b,....k,
multiplicados por AY? definen los factores de peso (“loadings”), valores que
caracterizan la influencia de cada variable en un dado PC. El valor A se denomina
autovalor (“eigenvalue”) y esta relacionado a la varianza explicada por cada PC. La
suma algebraica de cada componente principal para una muestra, es llamada el score o
puntaje de la muestra para ese componente principal (PC1, PC2, ... PCn). (Massart y
col., 1988).

Tedricamente, es posible hallar un nimero de PCs igual al nimero de variables.

Sin embargo, si el andlisis es exitoso, se logra explicar la mayoria de la varianza

considerando sélo unos pocos PCs obtenidos en primer término. Existen varios criterios
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para determinar el nimero de dichos PCs. En nuestro caso, se retuvieron para el estudio

aquellos PCs con autovalor > autovalor promedio (Massart y col., 1988).

3. Resultados

3.1 Composicion quimica y pH de los quesos
En la Tabla 3.2 se presentan la composiciéon quimica y el pH de los quesos
correspondientes a los diferentes tratamientos y tiempos de maduracién (tiempos 1, 45 y

90 dias post tratamiento APH).
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Tabla 3.2. Composicién quimica y pH de los quesos (media + desviacion estdndar) y significancia de los factores principales y de sus

interacciones.
Variables Significancia Tratamientos (F1) Tiempo de maduracion (F2)
F1 F2  FIxF2 C T1 T2 T3 T4 1 45 90
pH NS * NS 5224008 5254007 526+007 527+006 528+005 521+005" 528+008 529 :+0,04°
Grai‘;)e)n B Ns NS NS  43,00+2,94 4320+215 4331+£285 4374+252 435+244 4358278 43924202 42,5526
H“;nq:;lad NS * NS 35174204 35214226 35414233 3566+1,98 3564+2,13 3822+0,54° 3431+£047° 33,71 +0,60°
P"‘l’;;i;‘;)s)e“ NS NS NS  50,51+157 5035+191 5087+2,16 5091+1,66 S05+1,69 SLI7+1,66 5092+146  49.8+191

*Indica efecto significativo (P<0,05). NS: indica diferencia no significativa.

“P<1 o5 promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes

BS: base seca
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Puede observarse que la aplicacion de APH no provocé diferencias en la
composicion de los quesos en relacion al tratamiento control ni entre los tratamientos
APH entre si. El tiempo de maduracién tampoco influyd significativamente en el
contenido de grasa y proteinas en base seca, pero si tuvo un efecto en la humedad y el
pH. A medida que el tiempo de maduracién aumentd, los valores de humedad
disminuyeron como consecuencia de la evaporacién durante el almacenamiento en
cdmara de maduracion, principalmente durante los primeros dias y previamente al
envasado al vacio. El pH de los quesos de 45 y 90 dias de maduracién fue

significativamente mayor que el correspondiente a los quesos de 1 dia de maduracion.

3.2 Recuentos microbioldgicos
En la Figura 3.3 se observa la evolucion de los lactobacilos termoéfilos para los

quesos sometidos a diferentes tratamientos, en funcién del tiempo de maduracion.
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Tiempo de maduracion (dias)
Figura 3.3. Evoluciéon de los lactobacilos enumerados en MRS a 45°C
expresados en Log;oUFC/g en funcién del tiempo de maduraciéon. La primera

determinacion se realiz6 a dia 1 post tratamiento con APH.

La evolucién de los lactobacilos termofilos en los quesos tratados con distintas
condiciones de APH evidencid interaccion entre el tratamiento con APH aplicado y el
tiempo de maduracién. Abriendo la interaccidn, se puede observar que las diferencias
entre tratamientos fueron estadisticamente significativas (p<0,05) solamente a tiempo 1,

presentando los tratamientos T3 y T4 valores inferiores al control y a T1 y T2. Los
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recuentos expresados en log;o UFC/g fueron 8,72 + 0,14, 8,59 + 0,36, 8,89 + 0,21, 7,70
+ 0,23 y 6,89 £ 0,62 para C, T1, T2, T3 y T4 respectivamente. A los 45 y 90 dias de
maduracion, no existid diferencia significativa entre los tratamientos con APH aplicados
a los quesos. Los valores promedio fueron 3,36 + 0,95 y 0,83 + 0,02 para los quesos de
45 y 90 dias de maduracion respectivamente. Tanto para el queso control como para los
quesos tratados con APH, los recuentos disminuyeron a medida que avanzaba el tiempo
de maduracion de los quesos (Figura 3.3).

En la Figura 3.4 se presenta la evoluciéon de los lactobacilos mesofilos
enumerados a 30 °C. De la enumeracion de colonias luego de la incubacién en MRS a
30 °C, se detectd que existia una interaccion estadisticamente significativa entre los
tratamientos con APH aplicados y el tiempo de maduracion. Abriendo la interaccidn, se
observo que en cada tiempo de maduracién evaluado, el comportamiento fue diferente y
existia efecto del tratamiento. A tiempo 1, los valores hallados expresados en
LogioUFC/g fueron 8,04 + 0,46, 8,13 + 0,24, 8,36 £ 0,48, 7,82 + 0,65 y 7,65 + 0,24 para
C, T1, T2, T3 y T4 respectivamente. A ese tiempo de maduracién, T3 y T4 presentaron
valores significativamente inferiores al C, mientras que los valores de los tratamientos
T1 y T2 no se diferenciaron significativamente del control. EI comportamiento se
revirtio a los 45 y 90 dias de maduracion, encontrdndose recuentos levemente mas
elevados en los tratamientos T3 y T4 (Figura 3.4). A los 45 dias, los recuentos fueron
6,79 £ 0,23, 6,78 + 0,29, 6,66 + 0,34, 7,19 £ 0,32y 7,30 £ 0,23 para C, T1, T2, T3 y T4
respectivamente, y a los 90 dias los recuentos estuvieron en los siguientes valores: 6,29
+ 0,47, 6,69 + 0,21, 6,72 + 0,19, 7,01 £ 0,21 y 6,91 + 0,06 para C, T1, T2, T3 y T4
respectivamente. Para todos los tratamientos, se observé que a medida que transcurria el

tiempo de maduracion, los recuentos disminuian (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Evolucién de los lactobacilos enumerados en MRS a 30°C,

expresados en Log;oUFC/g en funcién del tiempo de maduraciéon. La primera

determinacion se realiz6 a dia 1 post tratamiento con APH.

Es muy probable que las bacterias lacticas del fermento - L. helveticus - cuya
temperatura Optima de desarrollo es de 45°C también hayan sido capaces de crecer a
30°C, ya que la temperatura de incubaciéon no es un factor que por si sélo pueda
seleccionar a un grupo de microorganismos, especialmente para un mismo medio de
cultivo. Al final de la maduracién, a medida que los microorganismos del fermento
disminuyen, es de esperar que las NSLAB sean preponderantes en este recuento.
Haciendo la diferencia entre los recuentos encontrados en MRS a 30°C y a 45°C,

entonces, es factible estimar el desarrollo de las NSLAB a lo largo de la maduracién

(Figura 3.5).
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Figura 3.5. Diferencia entre el recuento en MRS a 30°C — el recuento en MRS a
45°C expresados en LogigUFC/g en funcién del tiempo de maduracién. La primera

determinacion se realiz6 a dia 1 post tratamiento con APH.

El tratamiento con APH no influyé significativamente (p>0,05) sobre el recuento
de bacterias lacticas totales, enumeradas en APC leche a 37°C. Por el contrario, el
tiempo de maduracion fue una variable de influencia. Los recuentos resultaron
significativamente mayores a dia 1, en el cual se encontraron valores maximos del orden
de 10° UFC/g, comparado con 45 y 90 dias de maduracién, donde los recuentos

disminuyeron a valores entre 10°a 10° UFC/g (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Evolucion de la flora lactica total (APC leche a 37°C) expresados en
LogioUFC/g en funcién del tiempo de maduracion. La primera determinacion se realizd

a dia 1 post tratamiento con APH.
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3.3 Actividad de plasmina

El tiempo de maduracion de los quesos no influy6 significativamente (p>0,05)
en la actividad de plasmina en ninguno de los tratamientos estudiados, ya que
independientemente de este, dicha actividad se mantuvo constante durante los 90 dias
de maduracion (Tabla 3.3). Con respecto al efecto de los tratamientos, los quesos del
tratamiento T4 mostraron una actividad de plasmina significativamente mayor que la de
los quesos correspondientes a los otros tratamientos. A su vez, los quesos del
tratamiento T3 presentaron una actividad de plasmina significativamente mayor que los
quesos Cy T1 (Tabla 3.3).

En cambio, la actividad de plasminégeno fue afectada por el tiempo de
maduracién, ya que los quesos de 1 dia de maduracién tuvieron una actividad de
plasminégeno significativamente mayor que los quesos madurados durante 45 y 90 dias.
Ninguno de los tratamientos con APH aplicado afect6 a la actividad de plasmindgeno

(Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Actividad de plasmina, plasmindgeno y coagulante residual de los quesos (media + desviacion estdndar) y significancia de los

factores principales y de sus interacciones.

Significancia Tratamientos (F1) Tiempo de maduracion (F2)

Variables F1 F2 FIxF2 C T1 T2 T3 T4 1 45 90

Actividad de
Plasmina
(nmoles AMC
min” g7

NS NS 457+£2,12° 6,28 +1,7° 6,63 +2,09™ 9,392,42° 12,28 +2,51* 9,13 +3,57 6,74 +2,86 7,62 +3,68

Actividad de
Plasminogeno
(nmoles AMC
min” g7

NS ¥ NS 5,11 +£3,36 5,552,774 6,03 +2,72 6,68 + 1,47 6,27 +278 8,62 +2,07" 526 + 1,46° 3,90 + 1,25°

Actividad
coagulante
residual NS NS  184,81+2793 1982243421 200,46+47,30 209,59+51,75 22585+67,02 16590 +17,70° 243,19 +44,87" 202,27 + 38,72
(nmol producto
h-l g-l)

*Indica efecto significativo (P<0.05). NS: indica diferencia no significativa.

“P<1 o5 promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes
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3.4 Actividad coagulante residual

La actividad de coagulante residual no resulté afectada de manera significativa
(p>0,05) por el tratamiento con APH. Sin embargo, a los 45 dias de maduracion, se
observo una tendencia hacia una actividad de coagulante incrementada en los quesos de
los tratamientos T2, T3 y T4 comparada con los quesos C y T1 (Figura 3.7). Por otra
parte, el tiempo de maduracién influyé significativamente en la actividad coagulante
residual. Al inicio de la maduracién, la actividad coagulante fue significativamente

menor que a los 45 y 90 dias de maduracion (Tabla 3.3).
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Figura 3.7. Evolucién de la actividad coagulante residual en funcién del tiempo de

maduracién

3.5 Seguimiento de la Proteélisis

Nitrégeno soluble.

El contenido de nitrégeno en las diferentes fracciones solubles se incrementd
significativamente a lo largo de la maduracién (Tabla 3.4). El tratamiento con APH
aplicado también influyé sobre las fracciones NS. Con respecto al NS-pH4.6, solamente
el tratamiento T1 no se diferenci6é del C. Para el resto de los tratamientos, se observo
una tendencia de que a medida que aumentaba la presion hidrostatica aplicada y el
tiempo de presurizacion, los valores de NS se incrementaron. El tratamiento T4 result6
significativamente diferente a los tratamientos C, T1 y T2. En cuanto al NS-TCA, se
encontrd una diferencia significativa entre el control y todos los quesos tratados con
APH. A su vez, los valores fueron significativamente menores en los quesos tratados a
100 MPa con respecto a los quesos tratados a 400 MPa, con independencia del tiempo

de tratamiento.
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Tabla 3.4. Nitrégeno soluble (NS-pH 4,6 y NS-TCA) de los quesos (media + desviacion estdndar) y significancia de los factores

principales y de sus interacciones.

Variables Significancia Tratamientos (F1) Tiempo de maduracion (F2)
F1 F2 FIxF2 C T1 T2 T3 T4 1 45 90
NS-
pH4,6/NT

(%) KooK NS 8,7+394° 893+3,73° 9,09+403*° 9,68+397" 1034+4,6" 451+051° 971+127> 13,82+ 1,12°

NS-
TCANT ,

(%) NS 6,29 £3,72° 7,61+4,13> 7,16+3,78 8,98+4,08"° 9,10+447" 3,38+1,56° 7,72+1,59* 12,38 +1,96"
(4

*Indica efecto significativo (P<0,05). NS: indica diferencia no significativa.

“P¢Ios promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes
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En la grifica de las fracciones NS en funcién del tiempo (Figura 3.8) se observo
que las muestras tratadas a 400 MPa alcanzaron iguales niveles que los controles en
menor tiempo. Las muestras controles alcanzaron a los 90 dias de maduracion un valor
maximo de 13,08 + 0,87 para NS-pH4,6 y 10,53 + 0,65 para NS-TCA. Ese mismo valor
de NS-pH 4,6 fue alcanzado en las muestras T4 en aproximadamente 65 dias de
maduracién. En cuanto al NS-TCA, el mismo valor hallado por los controles a los 90

dias de maduracion fue logrado a los 60 dias de maduracién tanto en las muestras T3

como en las T4.
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Figura 3.8. Evolucién del NS-pH 4,6 (a) y del NS-TCA (b) expresados en relacion al
NT en funcion del tiempo de maduracion. Las flechas sefialan el tiempo al cual las
muestras tratadas con APH alcanzaron los mismos valores de ambas fracciones solubles

que los quesos controles.

Electroforesis

En la Figura 3.9 se muestra una fotografia de los perfiles electroforéticos de los
quesos controles y tratados con APH, correspondientes a las elaboraciones 1 y 2. Los
perfiles electroforéticos de las elaboraciones 3 y 4 fueron similares y no se presentan. Al
inicio de la maduracion (dia 1) todos los perfiles electroforéticos fueron similares.

A los 45 dias de maduracion, se detectd una mayor intensidad en la fraccion oy;-1
en las muestras tratadas a 400 MPa comparadas con los controles y las muestras tratadas
a 100 MPa. Esto se correlaciona con lo observado para las fracciones NS. A los 90 dias

de maduracion, la intensidad de la fraccion og-1 fue similar para todas las muestras.
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Con respecto a los productos de degradacion de las caseinas 3, también a los 45
dias de maduracion se observo una mayor intensidad de las fracciones de caseinas y en

los quesos tratados a 400 MPa.

Bl E2
C TI T2 T3 T™ C T1 T2 T3 T4

y-caseinas

3-caseina
d,,-caseina

a,;-caseina

Dia1l

y-caseinas

3-caseina
a,,-caseina

a,-caseina
a, ;-1 caseina

Dia 45

y-caseinas
Dia 90

f3-caseina
a,,-caseina

a,;-caseina
a,-Icaseina

Figura 3.9. Perfiles electroforéticos de los quesos a 1, 45 y 90 dias de maduracién de las
elaboraciones 1 (E1) y 2 (E2)

Péptidos solubles en agua por HPLC

En la figura 3.10 se presentan los perfiles peptidicos de los quesos a 1, 45 y 90
dias de maduracion de la elaboracion 1 (El). Los perfiles peptidicos del resto de las
elaboraciones fueron similares y no se presentan. Analizando visualmente los
cromatogramas, fue posible observar que los perfiles peptidicos de todos los quesos
mostraron algunos cambios durante la maduracién, siendo el cambio mds evidente el
incremento de los picos iniciales, que corresponden a aminodcidos libres y péptidos
hidrofilicos. Estos cambios son el resultado de la evolucion natural de la protedlisis
durante la maduracién de quesos. Por otro lado, algunas variaciones fueron detectadas
por comparacién visual entre los perfiles peptidicos de todos los quesos con diferente

tratamiento, sobre todo al final de la maduracién (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Perfiles peptidicos de los quesos a 1, 45 y 90 dias de maduracién de la
elaboracion 1 (E1)
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Los datos de los perfiles peptidicos fueron clasificados en 19 clases de tiempo de
retencion mediante la aplicacion de la pre-reducciéon de variables con la metodologia
fuzzy propuesta por Piraino y col. (2004). Las dreas de las clases de tiempo de retencion,
numeradas correlativamente de cl a c19, fueron consideradas como variables de entrada
para el andlisis de componentes principales (CP), con estandarizacién a una media de
cero y sus variancias originales (matriz de covariancia). Dos CP con un autovalor mayor
que el autovalor promedio fueron extraidos, los cuales explicaron el 96,2% de la
variancia total. Los gréficos de scores y loading para CP1 vs. CP2 se presentan en las
Figuras 3.11 y 3.12.

En el gréfico de scores, los quesos se separaron a lo largo del CP1 en funcién del
tiempo de maduracion, correspondiendo mayores valores de score a las muestras con
mayor maduracion. De esta manera, la principal fuente de variacién entre las muestras
analizadas fue el tiempo de maduracion, variancia que fue explicada por el primer CP
(90,7%). Por otro lado, si bien las muestras de quesos controles y tratados presentaron
valores similares de scores sobre el CP1 al inicio de la maduracién, se puede observar
una cierta separacion entre dichas muestras a los 45 y 90 dias. En efecto, las muestras
con el tratamiento mds intenso: T3 y T4, presentaron mayores valores de scores sobre el
CP1 en relacion al resto de muestras del mismo tiempo de maduracion. Estos resultados
indican una aceleracién de la maduracién en los quesos debido al tratamiento aplicado
de 400 MPa. Las variables con una influencia positiva en este eje, y por lo tanto que
estdin mds relacionadas al tiempo de maduracién fueron: cl, ¢2, c3, c5 y c8, que
corresponden a clases iniciales, con tiempo de retencién menor de 40 min (aminoécidos
libres y péptidos hidrofilicos), y también c18, cuyo tiempo de retencion es 74,85 min
Por otro lado, también se observé una diferenciacion de las muestras con los
tratamientos mds intensos sobre el CP2, que explica un menor porcentaje de variancia
(5,5%). En general, las muestras T3 y T4, tanto a 45 como a 90 dias de maduracidn,
mostraron mayores valores de scores sobre este eje que el resto de las muestras del
mismo tiempo de maduracion. Las variables que mostraron mayor peso sobre este eje y
por lo tanto se incrementaron en las muestras con mayor tratamiento fueron las cl18,
cl9, c13 y ¢9, que corresponden en general a péptidos que eluyeron en la mitad y en el
final del cromatograma (péptidos hidrofébicos). Estos resultados revelan que el
tratamiento aplicado, mds alld de su efecto en la aceleracion de la maduraciéon

incrementando el nivel de péptidos que aumentan normalmente durante la protedlisis en
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los quesos estudiados, produjo una diferenciaciéon en dicho proceso debido al

incremento de algunos otros péptidos caracteristicos.
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Figura 3.11. Analisis de componentes principales de los perfiles peptidicos. Grafico de
scores de las muestras para CP1 vs. CP2. Los Ovalos naranja y rojo engloban las

muestras de quesos tratados a 400 MPa (T3 y T4), de 45 y 90 dias respectivamente. Los

ovalos celeste y azul engloban las muestras de quesos controles y tratados a 100 MPa (C,

T1y T2), de 45 y 90 dias respectivamente.
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Figura 3.12. Analisis de componentes principales de los perfiles peptidicos. Grafico de
loading de las variables para CP1 vs. CP2. Las clases de tiempo de retencion (c) fueron
numeradas en orden correlativo y tuvieron los siguientes tiempos de retencion: cl: 4,30
min, c2: 8,45 min, c3: 12,60 min, c¢4: 16,75 min, ¢5: 20,90 min, ¢6: 25,05 min, ¢7: 29,20
min, ¢8: 33,35 min, ¢9: 37,50 min, ¢10: 41,65 min, c11: 45,80 min, c12: 49,95 min, c13:
54,10 min, c14: 58,25 min, c15: 62,4 min, c16: 66,55 min, c17: 70,70 min, c18: 74,85

min, ¢19: 79,00 min

Perfil de aminoacidos libres y aminoacidos libres totales.

En la Tabla 3.5 se presentan los resultados de aminodcidos libres totales e
individuales de todas las experiencias. A medida que avanzaba la maduracion, los
aminodcidos libres totales aumentaron. Analizando los aminodcidos individuales, se
observé que los niveles se incrementaron para todos los aminodcidos, obteniéndose
valores superiores a los 90 dias de maduracién para todos ellos, a excepcion de Ala, His
y Trp, que aumentaron a los 45 dias y luego se mantuvieron constantes hasta los 90 dias
de maduracién. La evolucién de los aminodcidos individuales en funcidn del tiempo de
maduracion se pueden observar en la Figura 3.13. En cuanto al efecto del tratamiento
con APH, no se hallaron diferencias significativas en los niveles de aminodcidos libres
totales e individuales, a excepcion de Asp. Para éste aminodcido, se observd que los

tratamientos T3 y T4 tuvieron valores significativamente mayores que el control.
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Tabla 3.5. Concentraciones individuales de aminodcidos (AA) libres y aminodcidos libres totales (expresados como suma) en los quesos

Reggianito (valor medio + desviacién estdndar) y significancia de los factores principales y de sus interacciones.

AA
(mgg/ 100 Significancia Tratamientos Dias de maduracion
queso)
F1 F2 FIxF2 C T1 T2 T3 T4 1 45 90
Asp ® % NS 81,7 + 86,8° 100,7 + 95,5 96,0 + 94,9™ 123,7 + 109,6® 126,4 + 109,4° 6,7 +4,2° 88,2 +37,3" 222,1 £29,0°
Thr NS * NS 299 +27.5 39,9 + 30,7 38,7 £30,7 47,5 +38,4 47,4 +34.8 4.7 £25° 45,5 +21,2° 71,9 £9,7°
Ser NS * NS 78,6 £ 67,6 107,2 £ 81,8 99,5+79,2 126,0 £ 102,2 120,2 + 88,5 10,1 £7,1° 124,6 + 52,5° 184,2 £ 24.,6*
Glu NS * NS 233,0 £ 181,7 296,9 £ 2149 2929 +£214,6 316,3 £219,6 333,7 +£194,8 61,3 +32,6° 335,3+124,1° 487,6 £32,9°
Gly NS * NS 33,4 £ 30,2 43,6 +33,8 40,5 + 32,7 49,7 +40,4 49,4 + 36,4 3,7+2,2° 50,9 +21,3" 75,4 +10,0°
Ala NS * NS 744 £ 51,1 96,2 + 62,7 89,7+£572 91,3+ 64,2 90,7 £49,7 22,8 +10,2° 113,4 £ 40,7° 129,2 £ 13,9°
Cys NS * NS 25+24 3,027 3,0+2.8 3,1+£27 3,1+£27 0,02+0,01° 3,0£1,1° 5,8 +£0,4"
Val NS * NS 113,5+93,8 145,8 £ 107,0 140,9 £105,2 163,7 £ 123,2 169,3 £110,2 25,0 + 13,0° 167,0 + 68,0° 247,9 £ 28,0°
Met NS * NS 40,9 + 34,6 54,4 +39,9 50,7 +37,9 63,9 +50,8 64,7 +44.8 7,9 £4,1° 65,2 +28.8° 91,7 £15,2°
Ile NS * NS 81,6 £74,4 107,2 £ 85,3 101,7 £ 83,8 124,5 £ 101,2 125,5+92,8 10,5 £ 6,2° 118.4 + 50,6° 195,4 +23,8"
Lew NS * NS 131,1 £ 105,7 172,3 £ 126,0 167,5 £ 124,1 191,5 £ 141,5 198,9 £ 125,7 29,1 + 16,6° 202,6 +79,1° 285,1 £29.4*
Tyr NS * NS 45,7 +39,1 61,9 +46,5 57,3+442 70,9 + 56,8 70,6 +49,7 8,3 +4,0° 69,9 +30,4° 105,6 + 16,3"
Phe NS * NS 75,1 £ 64,8 100,2 £76,3 94,4 +73,7 119,5+£96,4 121,2 £ 86,5 12,0 £6,9° 118,5 +52,4° 175,7 £27.4*
His NS * NS 73,2 +59,9 97,4 +70,2 92,2 £ 67,1 109,2 £ 87,6 110,7 £75,2 15,0 £8,0° 119,7 £ 52,1° 154,9 £ 26,3"
Trp NS * NS 2,8+2,1 3,7+2,4 2,8+20 38+23 4,7+£23 22+13° 3,0£2,3" 56+1,2°
Lys NS * NS 173,4 £ 131,7 224.8 + 157,1 217,5 £153,0 244 .8 +173,7 257,7 £153,3 47,4 £24,1° 261,3 +99,0° 362,2 +33,7°
Arg NS * NS 93,4 + 68,0 126,7 £ 86,0 117,9+79,9 142,0 £ 105,0 146,8 £ 86,8 274+ 14.4° 152,4 + 61,6° 196,3 £ 25,9*
Pro NS * NS 122,5 £ 96,0 161,0£ 115,6 156,7 £115,2 178,3 £ 127,7 185,1 £109,4 32,1 £20,6° 1853 +71,6° 264,8 +24.4°
Total NS * NS 15122 £1225,6 19712+ 14344 1891,1 +1400,1 2210,8 +1662,2 2268,6 + 1462,4 3344 +178,5° 2268,3 +900,6° 3309,6 +351,5"

*Indica efecto significativo (P<0.05). NS: indica diferencia no significativa.

ab. . . . . .
*>¢Los valores promedio dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes
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Pro 500 Ser
Arg 400 Glu

Lys Gly

0 ] dia

Trp Ala .
0 s 45 dias

His | ) Cys 90 dias

Phe Val

Tyr Met

Figura 3.13. Evolucién del perfil de aminodcidos libres individuales con el tiempo de maduracion.
Se excluye de la Figura al &4cido aspartico (Asp), debido a que presenté diferencias entre

tratamientos. Los valores se expresan en mg/100 g de queso.

Graficando los aminodcidos libres totales en funcién del tiempo de maduraciéon (Figura
3.14) se observa que, al igual que lo obtenido para las fracciones NS, para las muestras de los
tratamientos T3 y T4 en aproximadamente 60 dias de maduracién se obtuvieron niveles de
aminodcidos libres totales similares a los exhibidos por las muestras controles a los 90 dias de

maduracion.
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Figura 3.14. Evolucion de los aminodcidos libres totales en funcién del tiempo de maduracion.
Las flechas sefialan el tiempo al cual las muestras tratadas con APH alcanzaron los mismos valores

de aminodcidos libres totales que los quesos controles.
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4- Discusion

En este capitulo, se evalud el impacto de la aplicacién del tratamiento con APH y el
tiempo de maduracién sobre la composicién, los recuentos microbioldgicos, la actividad de
enzimas proteoliticas que intervienen en la maduracién y la protedlisis primaria y secundaria de
queso Reggianito.

La composicion quimica de los quesos a lo largo de la maduracién, no resultd
significativamente afectada por el tratamiento con APH. En quesos Cheddar tratados a 400 MPa
durante 10 min, y en quesos semiduros madurados en salmuera tratados a 50, 100 200 y 400 MPa
por 5 y 15 min se observaron resultados similares (Rynne y col., 2008; Koca y col., 2011). En el
estudio de Koca y col. (2011) sin embargo, la humedad de los quesos tratados a mayor presion fue
mayor al final de la maduracién. Otros trabajos han informado el mismo efecto en quesos de cabra
a los cuales se les aplicé una presion de 400 MPa durante 5 min (Saldo y col., 2000) y en quesos
de oveja tratados a 400 y 500 MPa durante 10 min (Juan y col., 2007). Estos autores atribuyeron
este mayor contenido de humedad al final de la maduracién en los quesos tratados con APH a que
el tratamiento podria conducir a la formacién de una red de proteinas diferente, que interactia
mejor el agua, por lo que el contenido de agua retenida por la matriz proteica es mayor, a pesar de
partir del mismo contenido de humedad inicial que los quesos controles. Esto llevaria a pensar que
a lo largo de la maduracion, las pérdidas de humedad serian mayores en los quesos controles. En
este estudio, si bien al final de la maduracién los quesos T3 y T4 tuvieron un mayor contenido de
humedad que el resto, la diferencia no resulté estadisticamente significativa. Es probable que en
nuestra investigacion, las diferencias de humedad entre tratamientos no se hayan acentuado,
porque como se menciond en la seccion Materiales y Métodos, a partir del dia 10 todos los quesos
se envasaron al vacio debido a su pequefio tamafio y para evitar pérdidas excesivas de humedad.

El contenido de grasa y proteinas en base seca no fue afectado por el tratamiento con APH.
Capellas y col. (2001), Saldo y col. (2002), Juan y col. (2004, 2008), Rynne y col. (2008) y
Moschopoulou y col. (2010) obtuvieron resultados acordes en varios tipos de quesos tratados bajo
diferentes condiciones de presion y tiempo de presurizacion.

En lo que respecta al pH, varios autores encontraron diferencias atribuibles al tratamiento
con APH. En este sentido, Rynne y col. (2008) informaron que quesos Cheddar tratados a 400
MPa 10 min tuvieron un pH superior a los controles, a lo largo de todo el periodo de maduracion.

En este mismo tipo de queso, se observé un efecto lineal positivo de la presion sobre el pH, al
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variar la presion entre 50 y 400 MPa durante 5 y 20 min (Ozturk y col., 2013). Este mismo efecto
fue informado para queso Mozzarella (Sheehan y col., 2005) y queso de cabra (Saldo y col., 2002)
tratados a 400 MPa durante 5 min El aumento del pH en los quesos tratados con APH ha sido
asociado a varios factores, entre los que se incluye: 1- un incremento en la disociacién de los
grupos ionizables (por ejemplo grupos carboxilos) de los sistemas proteicos, lo cual cambia la
concentracion de hidrogeniones libres, y por lo tanto el pH; 2- la inactivacion de las bacterias del
starter antes de que se complete la acidificaciéon (Sheehan y col., 2005; Rynne y col., 2008,). En
quesos Gouda tratados a 300 MPa durante 6 min, se observé un aumento de pH el cual revirtié
luego de 14 dias de maduracién, tiempo en el cual el valor de pH de las muestras presurizadas se
igual6 al de los quesos controles (Messens y col., 1998). Este efecto reversible fue asociado a una
liberacion temporaria de fosfato de calcio coloidal a la fase acuosa del queso (Messens y col.,
1998). En la presente tesis, se hallé que el pH se incrementd con el tiempo de maduracién tanto en
los quesos tratados como en los controles, pero no se encontraron cambios atribuibles a la
aplicacion de APH. El aumento del pH durante la maduracién de quesos duros se ha observado en
trabajos previos y probablemente sea consecuencia de la combinacion del proceso de protedlisis y
la evolucién de los equilibrios salinos que ocurren durante el almacenamiento (Lawrence y col.,
1987).

Tanto en los quesos controles como en los tratados con APH, el recuento de bacterias
termofilas disminuy6 a lo largo del periodo de maduracion estudiado. En primer lugar, se observé
una drastica disminucién a los 45 dias, de hasta 10° , alcanzando al final de la maduracion valores
no detectables. Como ya se ha mencionado en el punto 3.2, el recuento a 45°C representa
fundamentalmente en fermento iniciador de Lactobacillus helveticus. Los recuentos al inicio y al
final de la maduracién son comparables a lo observado en queso Reggianito por otros autores
(Candioti y col., 2002; Ceruti y col., 2014). También en quesos duros italianos de pasta cocida,
como el Parmigiano Reggiano o el Grana Padano, los cuales son elaborados utilizando fermentos
naturales compuestos principalmente por este mismo cultivo, se ha reportado una disminucién
similar de los recuentos del fermento (Giraffa y col., 1997; Coppola y col., 2000). La disminucién
de los recuentos es consecuencia en gran medida a la actividad autolitica de la mayoria de las
cepas de Lactobacillus helveticus (Sadat-Mekmene y col., 2013; Gatti y col., 2014). La lisis de las
células bacterianas es un evento clave para la liberacion de las enzimas citoplasmdticas dentro de
la matriz del queso, las cuales van a contribuir principalmente en el desarrollo de la protedlisis de

los quesos. Algunas cepas de Lactobacillus helveticus utilizadas en la elaboracién de quesos
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suizos, mostraron lisis celular y liberacion de sus enzimas intracelulares ya a los 2 dias de
maduracién (Sadat-Mekmene y col., 2013). En cuanto al efecto del tratamiento con APH, en este
trabajo de tesis observamos que inmediatamente luego su aplicacion, los recuentos de lactobacilos
termofilos fueron inferiores en los quesos tratados a 400 MPa. Se informaron resultados similares
en quesos Cheddar al aplicar tratamientos con APH utilizando presiones a partir de 400 MPa
(Wick y col. 2004; Rynne y col., 2008; Ozturk y col., 2013 a y b), en quesos madurados por
hongos (Voigt y col., 2010; Calzada y col., 2014), en quesos de cabra (Saldo y col., 2000), y en
quesos de oveja (Juan y col., 2004; Moschopoulou y col., 2010). A diferencia del fermento
empleado en la presente tesis, que consiste en cepas de Lactobacillus helveticus, en los quesos
Cheddar, de cabra y de oveja se utilizaron fermentos compuestos predominantemente por cepas de
lactococos. El efecto del tratamiento con APH sobre los microorganismos depende de las
condiciones de proceso (nivel de presion aplicada, tiempo de presurizacion, temperatura), de las
caracteristicas del alimento (composicion, pH y actividad de agua) y del tipo de microorganismo
(género, especie y cepa) (Cheftel y col., 1995; Huppertz y col., 2006b). En sistemas alimenticios
reales, otros factores juegan un rol importante, ya que las bacterias pueden recuperarse luego del
tratamiento con APH, lo que frecuentemente es atribuido a un efecto protector por parte de la
matriz alimentaria (Wick y col.,, 2004). En este sentido, en quesos Cheddar con diferentes
concentraciones de sal (Ozturk y col., 2013b) se observé que a medida que la concentracion de sal
aumentaba, el efecto sobre las cepas del fermento disminuia, lo que sugeria un efecto
baroprotector de la sal presente en los quesos sobre las bacterias. La disminucién en los recuentos
debido al tratamiento con APH, puede indicar inhibicién del crecimiento de los microorganismos,
por dafio en la pared celular, o la autolisis del fermento (Malone y col., 2002; O’Reilly y col,,
2002). El dafio en la pared celular puede ser sub-letal, y por lo tanto, los microorganismos pueden
recuperarse y multiplicarse luego de la presurizaciéon (Wick y col., 2004; Moschopoulou y col.,
2010). Sin embargo, cuando el balance entre el dafo ocasionado en la pared celular por el
tratamiento con APH vy la sintesis de nuevos componentes de la pared no es el adecuado, ocurre la
autolisis de los microorganismos y la consiguiente liberacion de las peptidasas intracelulares en la
matriz del queso, teniendo esto un efecto positivo en la aceleracion de la maduraciéon (Wick y col.,
2004). Juan y col. (2008) verificaron autolisis de las cepas del fermento debido al tratamiento con
APH, lo que se confirmé por la presencia de una mayor actividad de la enzima citoplasmatica
lactato deshidrogenasa (LDH) en los quesos tratados por APH a presiones de 300 MPa. Malone y

col. (2002) mostraron que el tratamiento con APH causé inactivacion, dafio fisico y lisis en cepas
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de lactococos, y que la lisis fue dependiente de la cepa y de la presion utilizada. En la presente
tesis no se realizaron indagaciones sobre marcadores de lisis de Lactobacillus helveticus tales
como enzimas intracelulares. Sin embargo, si se emprendié una pormenorizada descripcion de la
peptiddlisis, que también constituye un indicador de la actividad de peptidasas intracelulares de
bacterias lacticas en quesos. En efecto, la disminucién de los recuentos a 45°C correlaciona con el
incremento en la protedlisis observada en los quesos tratados a 400 MPa, como se discutird mds
adelante.

Los lactobacilos mesoéfilos son una componente importante de las bacterias no fermento,
también denominadas NSLAB por sus siglas en inglés (Non Starter Lactic Acid Bacteria). Los
lactobacilos mesofilos incluyen tanto especies heterofermentantes facultativas (por ejemplo Lb.
casei y Lb. plantarum) como heterofermentantes obligatorias (por ejemplo Lb. fermentum y Lb.
brevis) (Crow y col., 1995). Las més frecuentemente encontradas en quesos son Lb. casei / Lb.
paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus y Lb. curvatus (Cogan y Beresford, 2002; Bude Ugarte y
col., 2006). El grupo, que ademds de los lactobacilos mesoéfilos puede incluir pediococos,
enterococos y Leuconostoc sp. (Beresford, 2003), crece espontdneamente durante la maduracion y
por lo tanto, son componentes habituales de la microflora de los quesos, pudiendo provenir de la
leche de elaboracién, de ingredientes usados en la elaboracion de los mismos o del ambiente de la
queseria (Settanni y Moschetti, 2010). Durante la maduracién de los quesos, la componente
NSLAB en el ecosistema alimentario comienza a prevalecer al tiempo que el nimero de bacterias
lacticas del starter disminuye (Sousa y col., 2001; Gatti y col., 2014), lo que también se verific6 en
el presente trabajo. Los valores de lactobacilos mesoéfilos encontrados al final de la maduracion,
fueron similares a los encontrados en otros estudios realizados en queso Reggianito (Cerutti y col.,
2014). La disminucién al inicio de la maduracion en el nimero de lactobacilos meséfilos debido al
tratamiento con APH a 400 MPa también fue encontrada en otras variedades de queso cuando se
aplicaron presiones similares (Novella-Rodriguez y col., 2002, Wick y col., 2004; Juan y col.,
2007; Rynne y col., 2008; Moschopoulou y col., 2010).

Tanto en los quesos controles como en los tratados con APH, el recuento de bacterias
lacticas totales disminuy¢ a lo largo del periodo de maduracién estudiado. Los recuentos al inicio
y al final de la maduracién son comparables a lo observado en queso Reggianito por otros autores
(Candioti y col., 2002; Hynes y col., 2003; Perotti y col., 2005). En el presente trabajo de tesis, el
tratamiento con APH no mostré6 efecto sobre el ndmero de bacterias ldcticas totales,

probablemente porque este recuento resulté demasiado inespecifico como indicador, a diferencia
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de los recuentos en MRS a 30 y 45°C. En una investigacion sobre queso de oveja, se encontrd que
la aplicacion de una presién de 200 MPa no afectaba el recuento de la flora lactica total, pero
presiones de 500 MPa disminuian significativamente los recuentos, entre 2 a 4 ciclos logaritmicos
(Moschopoulou y col., 2010). En otro estudio también en queso de oveja (Juan y col., 2007a), se
evidencié una reduccién de 1 unidad logaritmica en los quesos tratados a 100 y 300 MPa, de 2
unidades logaritmicas cuando se empled una presion de 400 MPa, mientras que al aplicar una
presion de 500 MPa la reduccién fue de 5 unidades logaritmicas en los quesos tratados
comparados con los controles. Como ya se ha mencionado, el efecto del tratamiento sobre los
microrganismos, es una combinacién de la presiéon empleada, el tiempo de presurizacion, el tipo de
queso y los microrganismos presentes.

La plasmina y el coagulante residual son enzimas proteoliticas que se encuentran
normalmente activas en los quesos. Ambas intervienen de forma activa en la protedlisis primaria.
Incrementar sus actividades, puede conducir a una protedlisis mds rdpida o de mayor avance en los
productos finales y una forma de acelerar la maduraciéon puede consistir en el aumento de tales
actividades (Farkye y Fox, 1992; Fox y col., 2000; Aparo y col., 2004; Hynes y col., 2004a). Se ha
informado que la aplicacion de un tratamiento APH en etapas tempranas de la maduracion, puede
afectar los pardmetros de maduracién de los quesos, a través de la modulacién de las reacciones
enzimaticas (Miyakawa y col., 1994; Messens y col., 1999; O’Reilly y col., 2000). En este trabajo,
se comprobd que la actividad de la plasmina se incrementé en quesos con aplicacion de APH de
400 MPa. Esta activacion no se habia informado previamente en quesos. En trabajos previos
realizados en quesos Cheddar, cuando las muestras se sometieron a tratamientos similares, la
actividad de la enzima no fue afectada por el tratamiento con APH (O’Reilly y col., 2002;
Huppertz y col., 2004; Rynne y col., 2008). Existe evidencia de que la aplicacion de presiones
hidrostéticas de bajas a moderadas (entre 100 a 400 MPa) pueden incrementar la actividad de
enzimas (Anese y col.,, 1995; Cano y col, 1997), mientras que presiones superiores pueden
inactivarlas (Gomes y Ledward, 1996; Goodner y col., 1998; Huppertz y col., 2004). El rango en
el cudl la presurizacién puede pasar de mostrar efectos positivos a negativos en la actividad neta de
una enzima, depende no sélo de las caracteristicas de la molécula enzimatica y de la matriz
alimentaria en la que se encuentra, sino también de los otros componentes del sistema enzimatico
de interés. La plasmina presenta un complejo sistema de precursores e inhibidores en la matriz
leche, muchos de los cuales pasan al queso en diversa medida segiin la tecnologia casearia

aplicada, y también estd asociada al precursor inactivo plasmindgeno. Por ello, resulta dificil
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comparar el efecto de un determinado tratamiento APH entre distintos tipos de queso. En cuanto a
la actividad de la enzima coagulante residual, ésta no se vio afectada por el tratamiento con APH,
lo que coincide con lo informado en trabajos previos (Messens y col., 1999; O’Reilly y col., 2002;
Huppertz y col., 2004; Rynne y col., 2008). Huppertz y col. evaluaron la actividad coagulante
residual a diferentes presiones en quesos Cheddar, y encontraron que el tratamiento con APH
produjo inactivacion de esta enzima a presiones mayores a 400 MPa.

Como ya se menciond en el capitulo 2, se conoce que la caseina o4 es la proteina de la
matriz del queso mds susceptible a la acciéon de la enzima coagulante residual durante la
maduracion de los quesos, y el primer sitio de accion es la unién Phe,s;-Phe,4 para posteriormente
producir los péptidos a5 (f1-23) y ag-1 (f24-199) (Carles y Ribadeau-Dumas, 1985). En lo que
respecta a la plasmina, se sabe que los sustratos preferenciales de esta enzima son las caseinas 3 y
la oy, origindndose a partir de la protedlisis de la primera los fragmentos C-terminales
denominados caseinas y1, y2 y y3 (Rampilli y Raja, 1998). Generalmente el aumento de la
concentracion de y caseinas es considerado como un indice de accion de esta enzima (Grufferty y
Fox, 1988; Fernandez, 2004).

En este trabajo, en general, los indicadores de protedlisis evaluados demostraron que esta
transformacion bioquimica principal de la maduracion fue afectada por el tratamiento con APH. El
efecto resulté mds notorio cuando el nivel de presion aplicada fue 400 MPa, ya que se verific6 en
indicadores no especificos como la fraccién soluble a pH 4,6, y se correspondi6 con los resultados
de la electroforesis, con una mayor intensidad en la fraccion ag;-1 y en las fracciones de y-caseinas,
especialmente a los 45 dias de maduracion. La mayor intensidad de y-caseinas se correspondi
con la mayor actividad de la plasmina en los quesos en los que se aplicé esa presion. Messens y
col (1998) también encontraron un aumento en la hidrdlisis de las caseinas 3, aun cuando no
hallaron modificaciones en la actividad de la plasmina en quesos Gouda tratados a 300 MPa. Estos
autores atribuyeron las diferencias a un cambio conformacional de la estructura de las caseinas
como consecuencia de la presion, lo que llevaria a una mayor exposicion de los sitios de accién de
la plasmina sobre la caseina f favoreciendo su hidrolisis. Saldo y col. (2002) también encontraron
una mayor concentracion de los productos de la hidrolisis de la caseina B por plasmina en quesos
de cabra tratados a 400 MPa 5 min, sin hallar diferencias en la concentraciéon de plasmina con
respecto al control; en este caso los autores lo explicaron por el mayor pH de los quesos tratados
con APH. En lo que respecta a la fraccion ag-I, su incremento no se correlacioné con una mayor

actividad de la enzima coagulante residual, ya que no existieron diferencias significativas entre
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tratamientos. Sin embargo, a los 45 dias de maduracién se presentan valores numéricamente
mayores para la actividad coagulante residual en los quesos en los cudles se aplic6 mayor presion.
En funcién de lo informado por otros autores, la influencia del tratamiento con APH sobre la
protedlisis puede deberse tanto a una mayor actividad de la enzima — no verificada en este caso —
como a una mayor susceptibilidad del sustrato luego de la presurizacion (O’Reilly y col., 2003).

El aumento de la protedlisis primaria por efecto del tratamiento con APH también fue
observado por otros autores en diferentes variedades de queso. En tal sentido, Rynne y col. (2008)
encontraron un comportamiento similar al observado en la presente tesis en quesos Cheddar
tratados a 400 MPa 10 min. Observaron una mayor hidrélisis de la caseina o4 a los 21 dias de
maduraciéon y mayores niveles de NS pH 4,6 a lo largo de toda la maduracién en los quesos
tratados con respecto a los controles. También en otros trabajos, a presiones proximas a 400 MPa,
se ha observado un incremento en la velocidad de la protedlisis primaria en queso cabra (Saldo y
col., 2000), queso de oveja (Garde y col. 2007; Juan y col., 2007), queso Gouda (Messens y col.,
2001). En queso Mozzarella expuesto a una presion de 400 MPa por 5 min, la protedlisis primaria
evaluada a través del NS-pH 4,6 no mostré cambios atribuibles al tratamiento con APH (Sheehan
y col., 2005). Igual falta de efecto sobre las fracciones NS solubles se observé en queso Cheddar
reducido en materia grasa, en el cual la presion y el tiempo de presurizacion se variaron entre 48 y
402 MPa y 2,5 y 19,5 min respectivamente (Ozturk y col., 2013). Cabe mencionar que en este
estudio, la aplicacién del tratamiento con APH se realizé a los quesos luego de una semana de
elaborados, lo que evidencia que el tiempo post elaboracion es un factor de relevancia. En quesos
Edam tratados a presiones de 200 y 400 MPa a las 4, 6 y 8 semanas posteriores a la elaboracion, se
observé una disminucién inicial de la fraccion NS-pH 4,6 luego del tratamiento con APH con
respecto a los controles. Sin embargo, al final de la maduracién los niveles de NS de todos los
quesos se igualaron (Iwaczac y Winiewska, 2005). Estos resultados evidencian que las
caracteristicas fisicoquimicas y las condiciones ambientales particulares de las diferentes
variedades de quesos estudiadas, asi como el tiempo luego de la elaboracion en el cual se aplica el
tratamiento con APH, tienen un fuerte impacto sobre el efecto del tratamiento con APH sobre la
protedlisis.

También los perfiles peptidicos de las muestras tratadas a mayor presion se diferenciaron
del resto, lo que evidencié una mayor protedlisis secundaria en los quesos T3 y T4. Si bien se
detect6 también una tendencia a presentar mayores cantidades de aminodcidos libres totales con el

aumento de la presion, en general, los valores individuales de aminodcidos no mostraron efecto del
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tratamiento, a excepcion del 4cido aspdrtico, cuya concentracion fue significativamente mas
elevada en los quesos tratados a 400 MPa. Esta ausencia o muy pequeiio efecto del tratamiento con
APH sobre los niveles de aminodcidos libres también fue observado por otros autores en quesos
Cheddar (O’Reilly y col., 2002; Rynne y col., 2008), Mozzarella (Sheehan y col., 2005) y Gouda
(Messens y col., 1999). En queso de oveja, se observo también ausencia de efecto tratamiento para
quesos tratados a presiones mayores a 400 MPa, pero los quesos tratados a menor presién (200 y
300 MPa) presentaron mayores niveles de aminodcidos libres que los controles (Juan y col., 2007).
También a esas presiones, por HPLC observaron menores niveles de péptidos hidrofébicos y
mayores niveles de péptidos hidrofilicos, asociando esto a una mayor actividad peptidolitica (Juan

y col., 2007; Juan y col. 2008).

5- Conclusiones

La composicién quimica y el pH de los quesos no mostraron cambios significativos
iniciales ni a lo largo de la maduracién debidos al tratamiento con APH. Los recuentos iniciales de
lactobacilos terméfilos, en cambio, fueron afectados por los tratamientos més intensos.

La aplicacion de APH a 400 MPa durante 10 min al inicio de la maduracién de queso
Reggianito se correspondid con un incremento en la actividad de plasmina.

El mismo tratamiento favorecié un incremento general de la protedlisis y peptiddlisis,
evidenciado por un aumento de las fracciones NS a lo largo de toda la maduracién, en un aumento
de la velocidad de hidrélisis de las caseinas, por cambios cuantitativos en los péptidos solubles y
por el incremento de los niveles de aminodcidos libres totales. El tratamiento de 400 MPa 10 min
condujo a indices de protedlisis similares a los del queso control de 90 dias de maduracion en sélo
60 dias.

La aplicaciéon de los tratamientos a menores presiones, independientemente del tiempo de
presurizacion seleccionado, no produjo cambios relevantes en ninguno de los pardmetros

evaluados.
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1. Introduccion

Las caracteristicas sensoriales de los quesos determinan su calidad y son decisivas a la
hora de su aceptacién por parte de los consumidores. Se trata de propiedades que se perciben
por los sentidos humanos, fundamentalmente durante la ingesta del alimento, y pueden ser
reunidas en categorias: caracteristicas de apariencia, caracteristicas de textura y caracteristicas
de aroma y sabor (Fox y col., 2000).

Algunas propiedades de los alimentos relacionadas con su calidad, pueden ser evaluadas
tanto mediante andlisis sensorial o0 como por métodos instrumentales. La textura, por ejemplo,
puede ser evaluada mediante andlisis sensorial a través de la medida de la firmeza, dureza,
grana, cohesividad, elasticidad, gomosidad, masticabilidad. La evaluacién de textura por
métodos instrumentales se basa generalmente en los ensayos de fuerza de compresién que estdn
disefiados para simular la compresion de queso entre los molares durante la masticaciéon (Fox y
col., 2000). Los métodos instrumentales mds cominmente utilizados para la determinacién de
textura, son el ensayo de compresion uniaxial, por medio del cual se pueden determinar
pardmetros como deformacién y esfuerzo a la fractura y trabajo en la fractura, y el andlisis de
perfil de textura (TPA, por sus siglas en inglés texture proflile analysis), por medio del cual se
evalian pardmetros como fuerza, dureza, elasticidad, masticabilidad, gomosidad, adhesividad,
cohesividad (Gunasekaram y Ak, 2003). También el color de los quesos puede ser evaluado por
métodos instrumentales y por andlisis sensorial. El método instrumental mds cominmente
utilizado, es el que se basa en la determinacién de los pardmetros cromdticos L*, a* y b*
(Calvo, 1997).

Durante la maduracién de los quesos, los cambios bioquimicos que ocurren, dardn lugar
a modificaciones en las caracteristicas sensoriales de los quesos. Las caracteristicas fisicas de
los quesos, tales como textura y color, estdn influenciadas por la composicién inicial de los
quesos, el proceso de elaboracidn, y la maduracién (Lucey y col., 2003).

Teniendo en cuenta que el tratamiento con APH produce modificaciones en la
composicion y en la bioquimica de maduracién de los quesos, es de esperar que también las
caracteristicas sensoriales sean modificadas. El efecto de la aplicaciéon de APH sobre la textura
y el color de quesos, se ha estudiado tanto por métodos instrumentales como sensoriales, en
algunas variedades de quesos. En relacién a la textura, se han realizado investigaciones en
quesos Cheddar (Wick y col., 2004; Rynne y col., 2008, Ozturk y col., 2013 a y b), en queso
semiduro de oveja (Garde y col., 2007; Juan y col., 2007b; Juan y col., 2008), en queso Gouda
(Messens y col., 2000; Liu y col., 2011), en queso Mozzarella (Sheehan y col., 2005), en una
variedad de queso Turco semiduro madurado en salmuera (Koca y col., 2011), en queso de
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cabra (Saldo y col., 2001), en quesos Brie (Calzada y col., 2014) y queso blando de Escocia
(Okpala y col., 2010). En cuanto a los pardmetros cromdticos, han sido objeto de estudio quesos
Cheddar (Rynne y col., 2008), quesos semiduros madurados en salmuera (Koca y col., 2011),
queso Mozzarella (Sheehan y col., 2005), quesos semiduros de oveja (Juan y col., 2008). El
impacto del tratamiento con APH sobre el andlisis sensorial de los quesos mediante panel
entrenado, considerando los atributos diferenciales para cada tipo de queso, fue evaluado en
queso Cheddar (Rynne y col., 2008; Ozturk y col., 2013 a y b), en una variedad de queso duro
no cocido (Yang y col., 2014), en queso Brie (Calzada y col., 2014), en quesos de oveja (Garde
y col., 2007; Juan y col., 2008); en queso de cabra (Delgado y col., 2013)

Segtin la informacién publicada por diferentes autores, el efecto del tratamiento con
APH sobre textura, pardmetros cromdticos y caracteristicas sensoriales depende del tipo de
queso, de las condiciones de presion y tiempo aplicadas y del momento luego de la elaboracién
del queso en el cual se aplica el tratamiento. Se considera que las diferencias en dichas
condiciones son la causa de que el tratamiento con APH lleve en algunos casos a una
aceleracion de la maduracién del queso, mientras que en otros, muestre el efecto contrario
(Yang y col., 2014; Rynne y col., 2008)

En el caso de quesos Reggianito, no existen investigaciones previas sobre el efecto de la
tecnologia APH en la textura, los pardmetros cromdticos y el perfil sensorial. Tampoco se
presenta literatura acerca de otras variedades de queso duro de pasta cocida, tales como los
quesos italianos del tipo grana, o los quesos del tipo “parmesano genérico™.

El objetivo del presente capitulo consistié en determinar el efecto del tratamiento con
APH sobre la textura, los pardmetros cromdticos y las caracteristicas sensoriales del queso

Reggianito.

2. Materiales y Métodos

2.1 Diseiio experimental, elaboracion de los quesos, tratamiento con APH y
maduracion de los quesos

Los quesos que se utilizaron para el andlisis de textura, pardmetros cromaticos y
andlisis sensorial, fueron elaborados de acuerdo al disefio experimental descrito en la
seccion 2.1 del capitulo 3. El proceso de elaboracion, el tratamiento con APH y la
maduracién de los mismos se describié en las secciones 2.2 y 2.3 del mencionado

capitulo.
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2.2 Analisis de los quesos

Los andlisis de textura y pardmetros cromdticos descriptos a continuacion, se
realizaron los dias 1, 45 y 90 post tratamiento con APH. El andlisis sensorial se realizé a
los 45 y 90 dias de maduracion. De los 8 quesos disponibles por elaboracion para cada
tratamiento (incluyendo el control), 5 fueron destinados a los mencionados andlisis,

como se muestra en la Figura 3.2 del capitulo 3.

2.2.1 Textura

La textura de los quesos fue analizada a través de ensayos de Compresion
Uniaxial y Andlisis de Perfil de Textura (TPA). Los andlisis se realizaron en el Area de
Procesamiento de Alimentos del Instituto Tecnologia de Alimentos del CIA-INTA
Castelar, utilizando un Analizador de Textura marca Stable Micro Systems modelo

TA.XTplus (Surrey, Reino Unido).

2.2.1.1 Preparacion de las muestras

Para la toma de muestra, cada queso (didmetro: 50 mm y largo: 80 mm) se cortd
por la mitad en forma perpendicular a su eje principal. Una vez realizado el corte,
quedaron dos mitades de 40 mm de longitud cada una. En cada mitad se seleccioné la
cara externa, la cual posee la cdscara, colocdndola como base, de modo que la cara
interior quedd ubicada hacia arriba. Posteriormente, de cada mitad se extrajeron 5
muestras (cilindros), las cuales se tomaron sobre una circunferencia ubicada
aproximadamente a la mitad del radio correspondiente al queso, como se presenta en la
Figura 4.1.

Los cilindros se tomaron en la direccidon en que se aplicé presion al queso en la
etapa de prensado, segtn lo establece la Norma ISO/TS 17996 IDF/RM 205 (2006). El
sentido de corte (introduccién del sacabocado) fue desde la parte interior hacia la
cascara (Figura 4.1). Luego de obtener el cilindro de 40 mm de longitud se procedié a
reducirlo a la longitud correspondiente al ensayo. Segin la Norma ISO/TS 17996
IDF/RM 205, la longitud del cilindro debe encontrarse en el rango 12.5 a 25 mm y la
relacion de longitud a didmetro del cilindro (h/d) debe estar en el rango 1.1 a 1.5. En
virtud de ello, considerando que el sacabocado presenta un diametro interior (@) de 11.5

mm, y tomando la relacién h/d = 1,5, la longitud de los cilindros fue de 16 mm. Una vez
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obtenidos los cilindros se acondicionaron en cdmara de refrigeraciéon a 14 + 1° C
durante 1 h, dentro de una bolsa troquelada de polietileno. De los 10 cilindros

obtenidos, 5 se destinaron al ensayo de compresion uniaxial y 5 al ensayo de TPA

Mitad del radio

Cara interna I

——  Cascara (cara externa) .

T

@ 50 mm

—
A 4

80 +£5 mm

y Sacabocado

<4— (ara interna 31].5 mm
Cilindros de 40
mm de longitud.

U=

<4— (idscara

Figura 4.1. Toma de muestras para los ensayos de compresion uniaxial y andlisis de

perfil de textura (TPA).

2.2.1.2 Ensayos de Compresion Uniaxial

El ensayo de compresion uniaxial es la prueba mds utilizada para determinar las
propiedades mecénicas de los alimentos, incluyendo el queso (Gunasekaram y Ak,
2003).

La determinacién consiste en comprimir una muestra cilindrica de dimensiones
definidas a una velocidad constante con una sonda de compresién a una deformaciéon
relativa suficiente para determinar el punto de fractura aparente. La deformacion que se
aplica es superior al punto de fractura. La fuerza, la cual es la resistencia de la muestra

de queso durante la compresion, es medida con una celda de carga (ISO/TS 17996

IDF/RM 205, 2006).
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Para el ensayo, se utiliz6 un analizador de textura Stable Micro Systems modelo
TA.XTplus (Surrey, Reino Unido) con una celda de carga de 50 kg, una sonda cilindrica
de @ 35 mm (Stable Micro System Cod. SMS P/35) y una plataforma plana (Heay duty
platafom Stable Micro System Cod HDP/90) (Figura. 4.2). La velocidad pre-test que se
utilizé fue de 1,5 mm/seg, la velocidad de deformacion constante fue de 0,80 mm/seg, y

la velocidad post-test fue de 10 mm/seg, y la compresion fue del 80%.

Celda de carga de 50 Kg

Sonda @ 35 mm SMS P/35

Plataforma plana Heay duty platafom
Cod. HDP/90

Muestra cilindrica de queso
16 mmX 11.5 mm @

Figura 4.2. Analizador de textura Stable Micro Systems modelo TA.XTplus utilizado

para los ensayos de compresion uniaxial

Los datos obtenidos (curva fuerza vs deformacion) fueron transformados a los
parametros normalizados deformacion y esfuerzo, obteniéndose las curvas en funcién
de estos pardmetros. Para la normalizacién de las curvas se calcularon el esfuerzo
corregido (o., corrected stress) y la deformacion de Hencky (eg, Hencky strain). Los

pardmetros se calcularon aplicando las ecuaciones siguientes:

Deformacion de Hencky (ep):

AH,

£y =lIn(l+—

)
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Siendo H, la altura inicial de la muestra, y AH,= H, - Hy, la variacién de la altura de la
muestra. Es importante destacar que la deformaciéon de Hencky es un pardmetro

adimensional.

Esfuerzo corregido (c.):

El esfuerzo corregido se calcula aplicando la siguiente ecuacion:

AH
o. =0, (1+—>)
Ho

Donde o, es el esfuerzo no corregido, el cual es el cociente fuerza por unidad de drea en

la cual la fuerza es aplicada:

Siendo Ao el drea inicial de la seccidn transversal de la muestra de queso, Hy la altura
inicial de la muestra, y AH,= Hy - Hy, la variacién de la altura de la muestra. La unidad

del esfuerzo es kilopascals (kPa:N/mzx 10° )

Una vez que se obtuvieron las curvas esfuerzo corregido vs. deformacion de
Hencky (o vs. gy) se determinaron esos parametros para el punto de fractura aparente.
El médximo local observado en la curva de compresién se define como “punto de
fractura aparente” (punto a en Figura 4.3). En este caso no se trata de la fractura masiva
sino de la aparicion de microfracturas en el material. Los valores de esfuerzo corregido
y deformacion de Hencky correspondientes al punto de fractura aparente son también
cantidades “aparentes” y se denominan “esfuerzo a la fractura” y “deformacion a la

fractura”, representandose por las letras or y & respectivamente.
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En la Figura 4.3 se esquematiza una curva de compresion, y se identifican los

pardmetros evaluados.

a: Punto de fractura aparente

v

O %

Esfuerzo corregido
(k Pascal)

| 3

&
Deformacién de Hencky

V es la velocidad de desplazamiento constante; H, es la altura inicial del cilindro; AHy

es la variacion de altura del cilindro
1= sonda de compresion, 2= muestra y 3= base fija

Figura 4.3. Esquema de una curva de compresion uniaxial a velocidad de deformacién
constante. Identificaciéon de los pardmetros evaluados (adaptado de Norma ISO/TS

17996 IDF/RM 205, 2006)
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Los parametros presentados (deformacion y esfuerzo a la fractura) se obtuvieron
utilizando el software Texture Exponent 32 disponible en la computadora asociada al
analizador de textura Stable Micro Systems. Los valores informados de los pardmetros
corresponden al promedio de los resultados de las 4 elaboraciones y a su vez, en cada
elaboracion, el valor de los pardmetros correspondié al promedio de los 5 cilindros

evaluados por cada queso.

2.2.1.3 Analisis del Perfil de Textura (TPA)

Este ensayo consiste en someter al cilindro de queso (obtenido segtin se describe
en 2.2.1.1) a un doble ciclo de compresion a desplazamiento constante. El objetivo de
este ensayo es simular el proceso de masticacion humana. El TPA es esencialmente un
ensayo de compresion uniaxial, pero en dos etapas de compresion, que puede estar
separados por un tiempo de espera opcional (Gunasekaram y Ak, 2003). En la Figura
4.4 se presenta una curva de TPA obtenida a partir del analizador de textura marca

Stable Micro System modelo TA.XTplus

Figura 4.4. Curva TPA obtenida a partir del analizador de textura marca Stable Micro

System modelo TA.XTplus
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Los pardmetros que se evaluaron fueron: dureza, elasticidad, cohesividad y
masticabilidad. La dureza se define como el valor de fuerza correspondiente al maximo
del primer ciclo de compresiéon (F1) y tiene unidades de fuerza (N). El pardmetro
elasticidad se vincula a la altura que el alimento recupera durante el tiempo que
transcurre entre el final de la primera mordida y el comienzo de la segunda y se calcula
como el tiempo transcurrido durante la segunda compresion en relacion al transcurrido
durante la primera, por lo que no posee unidades. Con respecto al pardmetro
cohesividad, Szczesniak (1963) lo definié como la fuerza de las uniones internas que
dan estructura al producto. La cohesividad se calcula como la relacién entre el drea de
fuerza positiva obtenida durante la segunda compresion y el drea de fuerza positiva
obtenida durante la primera compresion. Este pardmetro es una relacién entre dreas por
lo que no posee unidades. La masticabilidad se define como el producto de la dureza x
cohesividad x elasticidad (posee unidades de fuerza).

Para el ensayo, al igual que para el de compresion uniaxial, se utiliz una celda
de carga de 50 Kg, una sonda de & 35 mm (Stable Micro Systems, Cod. SMS P/35) y
una plataforma plana (Heay duty platafom Stable Micro Systemas, Cod HDP/90) (Fig.
4.2). La velocidad pre-test fue de 3 mm/seg, la velocidad de deformacién constante fue
de 0,80 mm/seg, y la velocidad post-test fue de 3mm/seg, la compresion fue del 25%.

Los valores informados de los pardmetros corresponden al promedio de los
resultados de las 4 elaboraciones y a su vez, en cada elaboracién, el valor de los

pardmetros correspondi6 al promedio de los 5 cilindros evaluados por cada queso.

2.2.2 Evaluacion de los parametros cromaticos

El sistema utilizado para la determinacion de los pardmetros cromadticos fue el
CIELab, segun el cual se determinan los pardmetros L*, a* y b*. El parametro L*
corresponde a la claridad 6 luminosidad (L*= 0: negro, L* = 100 blanco). El pardmetro
a* varia entre el verde (-a*, -60) y el rojo (+a*, +60), mientras que el parametro b*
varia entre el azul (-b*, -60) y el amarillo (+b*, +60) (Calvo, 1997).

Los pardmetros cromdticos L*-a*-b* se determinaron utilizando wun
espectrofotometro portatil marca Minolta modelo CR-400, con un iluminante D65 y un
angulo de observador de 2°. La determinacion se realiz6 sobre una de las caras internas

de los quesos (Figura 4.1) antes de proceder a la obtencién de los cilindros de queso
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para los ensayos de textura. Las determinaciones se realizaron en el centro del queso y
en 4 puntos ubicados a 0,5 cm del borde y a 90° entre si. Se promediaron los valores de

los parametros medidos en las 5 posiciones

2.2.3 Analisis sensorial

El anélisis sensorial se realiz6 en el Area de Anilisis Fisicos y Sensoriales del
Instituto Tecnologia de Alimentos del CIA-INTA Castelar. Este Instituto tiene amplia
experiencia en el andlisis sensorial de productos cdrnicos, y hace algunos afios ha
comenzado a trabajar en otras matrices alimentarias, entre ellos productos lacteos. Para
este ensayo, el panel de evaluadores se entrend especialmente para el andlisis sensorial
de queso Reggianito.

Los quesos fueron evaluados a los 45 y 90 dias de maduraciéon. Como
indicadores del proceso de maduracion de los quesos, se utilizaron atributos
relacionados a la apariencia (intensidad de color amarillo), textura (fracturabilidad,
granulosidad, arenosidad), y al aroma y sabor (intensidad de gusto salado, intensidad de
sabor picante, astringencia, olor caracteristico y flavour tipico).

Para el andlisis se utiliz6 una prueba de ordenamiento por intensidades
(Meilgaard y col., 2007). Para ello, un grupo de 15 evaluadores entrenados recibié 5
muestras de queso en orden aleatorio y se les solicité que las ordenaran segun la
intensidad de los atributos escogidos. La prueba se llevd a cabo en 5 sesiones
independientes, en cada una de las cuales se evaluaron 2 atributos por sesion durante las
primeras 4 sesiones y el atributo restante la dltima sesion. La evaluaciéon de no més de
dos atributos por sesion se recomienda para este tipo de queso, debido al flavour muy
intenso que presenta, y ademads el elevado nimero de atributos a evaluar, lo que puede
ocasionar una saturacién de los receptores quimicos y efectos de arrastre, dando lugar a
una errénea interpretacion de los resultados (Hough y col., 1994). Las muestras se
presentaron en recipientes de plastico descartables. Se trabajé con muestras de 1 cm de
espesor y codificadas con un nimero de 3 digitos al azar. Los evaluadores trabajaron en
forma individual en cabinas separadas y segin los lineamientos de la norma IRAM

20002.
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2.3 Analisis estadistico

Los resultados de textura y pardmetros cromdticos fueron analizados segin la
metodologia descripta en el capitulo 3. El tiempo de maduracién y los diferentes
tratamientos aplicados, incluyendo el control, fueron seleccionados como factores
principales para el andlisis. Se utilizé un disefio factorial para medidas repetidas en el
tiempo (PROC MIXED, SAS Ver. 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos). En el
caso en que la interaccion resulto significativa (P <0,05), se procedio a la "apertura" de
la misma. Esto consiste en probar las hipdtesis correspondientes a los efectos simples de
uno de los factores para cada uno de los niveles del otro factor, considerando como
término de error el correspondiente al modelo completo. Posteriormente, para cada
efecto simple que resulté significativo se aplicé una prueba de comparaciones multiples
(Prueba de LSD) para detectar grupos de niveles homogéneos (a= 0,05)

Los resultados de los andlisis sensoriales fueron analizados estadisticamente
aplicando el test de Friedman. En los casos en los que el valor F fue mayor que el
correspondiente valor tabular se calcularon las diferencias minimas significativas

(LSD).

3- Resultados

3.1 Ensayos de Textura

3.1.1 Compresion Uniaxial

Deformacion a la fractura (&)

A medida que transcurri6 el tiempo de maduracién, los valores de &
disminuyeron para todas las muestras analizadas (Figura 4.5). En relacion al andlisis
estadistico, se observé que existid interaccion tratamiento-tiempo de maduracion (Tabla

4.1).
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Tabla 4.1. Significancia de los efectos tratamiento y tiempo de maduracién de los quesos y sus

interacciones sobre los resultados de Compresién Uniaxial

Significancia
Tratamientos Tiempo de Interaccion
(F1) maduracion (F2) (F1xF2)
Compresion
Uniaxial
&
Gt

*Indica efecto significativo (P<0,05). NS: indica diferencia no significativa.

g Deformacion a la fractura

or. Esfuerzo a la fractura

La interaccion existente se debi6 a que el comportamiento fue diferente segun el
tiempo de maduracion estudiado. En efecto, las diferencias debidas al tratamiento
fueron estadisticamente significativas solamente al inicio de la maduracién (dia 1 post
tratamiento con APH). Las muestras que fueron tratadas con APH, se diferenciaron
significativamente del control, presentando estas ultimas los valores mds bajos de ;. A
su vez, las muestras tratadas con APH también fueron estadisticamente diferentes entre
si, siendo los valores de las muestras de los tratamientos T1 y T2 inferiores a los
observados en las muestras T3 y T4 (Figura 4.5). En los otros tiempos de maduracion,
no hubo diferencias significativas entre los valores de &f de los quesos controles y

tratados con APH.
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Figura 4.5. Evolucién de la deformacién a la fractura (er) durante el tiempo de
maduracién de los quesos control y tratados. Cada punto representa un valor promedio
de las 4 réplicas de elaboracién. La primera determinacidon de todas las muestras,

correspondi6 al dia 1 post tratamiento con APH

Esfuerzo a la fractura (o)

Al igual que lo observado para &g, resulto significativa la interaccion tratamiento-
tiempo de maduracion (Tabla 4.1). El comportamiento a 1 dia de maduracion fue
diferente a lo observado para los otros tiempos. A 1 dia de maduracién post tratamiento
con APH, los quesos tratados a 400 MPa tuvieron valores significativamente superiores
al resto (Figura 4.6). A su vez, no existié diferencia estadisticamente significativa entre
los quesos controles y los tratados a 100 MPa. A 45 y 90 dias de maduracién, no hubo
diferencias significativas entre los valores de or de los quesos controles y tratados con

APH.
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Figura 4.6. Evolucion del esfuerzo a la fractura (o) durante el tiempo de maduracion de
los quesos control y tratados con APH. Cada punto representa un valor promedio de las
4 réplicas de elaboracion. La primera determinacion de todas las muestras, corresponde

al dia 1 post tratamiento con APH

3.1.2 Analisis de Perfil de Textura (TPA)
En la Tabla 4.2 se presentan los resultados del andlisis estadistico de los
parametros TPA correspondientes a los quesos de los diferentes tratamientos, a los

distintos tiempos de maduracion (tiempo 1, 45 y 90 dias post tratamiento APH).
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Tabla 4.2. Significancia de los efectos tratamiento y tiempo de maduracidn de los quesos y sus interacciones sobre los pardmetros del anélisis del

perfil de textura y valores (promedio + desviacion estindar de los andlisis de las cuatro réplicas de elaboracion) en funcion del tratamiento y del

tiempo de maduracion.

Variables Significancia Tratamientos (F1) Tiempo de maduracion (F2)

F1 F2 FI1xF2 C T1 T2 T3 T4 1 45 90

Dureza NS * NS 31,73 +18,20  30,12+16,70 31,12+16,39 31,32+18,24 32,26 +20,01 8,35+1,38°  39,56+6,51" 46,03 +599"

Elasticidad * * NS 0,859 +0,009° 0,861 £0,010° 0,861 +0,009* 0,853 +0,010° 0,843 +0,012° 0,856 +0,012" 0,861 +0,014* 0,849 + 0,006"

Cohesividad * * NS 0,782 +0,028" 0,785 +0,026* 0,785 +0,027* 0,771 £0,027° 0,767 +£0,022° 0,806 +0,012* 0,778 +0,012° 0,749 +0,011°

Masticabilidad NS * NS 21,07 +11,44  20,08+10,50 20,68 +10,46 2027 +11,48 20,65+12,59 593+1,01° 2645+3,88" 29,27 +3,66"

*Indica efecto significativo (P<0.05). NS: indica diferencia no significativa.

“*<1 05 promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes
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El tiempo de maduracién influyé significativamente sobre todos los pardmetros
de textura determinados mediante TPA. Se observé que con el avance de la maduracion,
los pardmetros dureza y masticabilidad de los quesos aumentaron, el pardmetro
elasticidad no vari6 significativamente a tiempo 1 y 45, pero a los 90 dias se encontré
un valor significativamente menor que en los otros tiempos evaluados, mientras que la
disminucién del pardmetro cohesividad fue significativa durante el tiempo de
maduracién evaluado. Se detect6 efecto del tratamiento sobre los pardmetros elasticidad
y cohesividad. En todos los tiempos analizados, la elasticidad y la cohesividad de los
dos tratamientos a 400 MPa fueron menores a las observadas en los quesos tratados a
100 MPa y a los controles. A su vez, la elasticidad de los quesos tratados a 400 MPa se
diferenci6 estadisticamente, presentando los quesos tratados durante mayor tiempo (10

min) el menor valor.

3.2 Parametros cromaticos

En la Tabla 4.3 se presentan los resultados obtenidos para los pardmetros
crométicos. Ninguno de los tres pardmetros (L*, a*, b*) resulté afectado por el
tratamiento con APH. A su vez, el tiempo de maduracion influy6 significativamente
sobre los mismos. En tal sentido, se observé que los valores de L* y a* al inicio de la
maduracién fueron significativamente mayores que a los 45 y 90 dias. Por el contrario,
los valores de b* aumentaron con el tiempo de maduracién, presentando al dia 1 valores
significativamente menores que a 45 y 90 dias. Para ninguno de los pardmetros

evaluados, se observo diferencia significativa entre los 45 y 90 dias de maduracion.
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Tabla 4.3. Significancia de los efectos tratamiento y tiempo de maduraciéon de los quesos y sus interacciones sobre los resultados de los

pardmetros cromaticos, y valores (promedio + desviacion estdndar de las cuatro réplicas de elaboracion) en funcién del tratamiento y del tiempo

de maduracion.

Variables Significancia Tratamientos (F1) Tiempo de maduracion (F2)
F1 F2 FIxF2 C T1 T2 T3 T4 1 45 920
L* NS  * NS 78,99 11,99 78,58 +10,69 79,03 10,90 79,21 +7,75 78,47 £6,60 90,66 +6,78" 73,68 +£2,55° 72,23 +2,19
a* NS % NS -2,46 £2.33 -2,59 £2.26 2,55+227 -284+213 -298+203 -0,64+1,81" -424+191* -3,17+0,40"
b* NS % NS 21,08+3,09 21,60+244 2149+265 21,9+220 22,04+228 19,90+1,66" 22,73 +290° 2224 +1,79"

*Indica efecto significativo (P<0.05). NS: indica diferencia no significativa.

“*<1 05 promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes
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3.3 Analisis sensorial
En la Tabla 4.4 se presenta la suma de los ordenamientos de intensidades para cada
atributo evaluado en el andlisis sensorial de los quesos controles y tratados con APH,

madurados durante 45 6 90 dias.

Tabla 4.4. Suma de los ordenamientos de intensidades para cada atributo evaluado en el

andlisis sensorial de los quesos controles y tratados con APH, madurados 45 o 90 dias.

Atributo C T1 T2 T3 T4
45 dias de maduracion
Apariencia
Intensidad de Color Amarillo 43 57 43 39 43
Textura
Fracturabilidad 50° 45 S51° 32° S51°
Granulosidad 41 31 37 45 26
Arenosidad 50 41 51 32 51
Aroma y sabor
Intensidad de sabor picante 51 38 45 55 36
Astringencia 37 36 25 45 37
Olor caracterfstico 44 50° 61° 32° 38"
Intensidad de gusto salado 41° 38° 35° 59° 52
Flavour tipico 39° 40° 39° 47% 62°
90 dias de maduracién
Apariencia
Intensidad de Color Amarillo 52° 50° 53 25° 30°
Textura
Fracturabilidad 37 37 42 38 41
Granulosidad 41 54 41 47 42
Arenosidad 38 37 27 42 51
Aroma y sabor
Intensidad de sabor picante 24 32 44 41 54
Astringencia 47 47 36 48 47
Olor caracterfstico 47 50° 40 32" 26°
Intensidad de gusto salado 37" 33¢ 34¢ 54 52
Flavour tipico 35 33 34 44 49

“*¢ Los promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes

(P<0,05)
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A los 45 dias de maduracion, se observé diferencias significativas en el atributo de
textura fracturabilidad, presentando la muestra T3 una intensidad inferior a las restantes
muestras. En cuanto a los atributos de aroma y sabor, se encontraron diferencias
significativas en los atributos olor caracteristico, intensidad de gusto salado y flavour tipico.
Las muestras de queso que fueron sometidas a la mayor presiéon (T3 y T4), presentaron
flavour tipico y gusto salado mds intensos, y un olor caracteristico menos intenso que el
resto de las muestras.

A los 90 dias de maduracién, no se observaron diferencias significativas en atributos
de textura. Si se hallaron diferencias significativas en el atributo de apariencia intensidad de
color amarillo, presentando las muestras T3 y T4 menores valores que el resto. Ademds,
estas muestras mostraron intensidades significativamente mds bajas para el atributo olor

caracteristico y méds elevadas para gusto salado.

4. Discusion

En este capitulo, se estudi6 el efecto del tratamiento APH sobre propiedades
texturales, pardmetros cromadticos y caracteristicas sensoriales del queso Reggianito y la
evolucidén de las mismas a través el tiempo de maduracion.

Para todos los quesos evaluados, se observd una disminucién de la deformacién y
del esfuerzo a la fractura en funcién del tiempo de maduracién. El esfuerzo a la fractura,
puede ser utilizado como un indice de fracturabilidad (bajos valores indican una mayor
fracturabilidad), y la deformacion a la fractura describe la deformabilidad de los quesos
(mayores valores numéricos indican que los quesos se pueden deformar mas antes de que se
produzca la fractura) (Juan y col., 2008). Por lo tanto, con el avance de la maduracién, los
quesos se volvieron mds fracturables y menos deformables Lo mismo ha sido verificado
por otros investigadores en queso Cheddar (Fenelon y Guinee, 2000, Creamer y Olson,
1982, Rynne y col., 2008, Pollard y col., 2003, Wick y col., 2004). También en queso
Reggianito se ha observado una disminucién en la deformacion a la fractura con el aumento

del tiempo de maduracién (Bertola y col., 1995). En otros estudios realizados en quesos
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Port-Salut Argentino y en queso Tybo Argentino, estos investigadores demostraron que
durante la maduracion se observé una disminucion en la fuerza necesaria para la ruptura de
los quesos (Bertola y col., 1991; Bertola y col., 1992). Los autores atribuyeron esta
disminucién observada en ambos pardmetros al incremento de la protedlisis durante la
maduracién, durante la cual se produce un aumento en las fracciones NS, y una reduccién
de los niveles de caseinas intactas con el avance de la maduracion, lo que también ha sido
verificado en el presente trabajo (capitulo 3).

En cuanto al efecto del tratamiento con APH aplicado en esta tesis, tuvo una
influencia significativa en los dos pardmetros medidos, que resultaron mayores valores para
los quesos tratados a 400 MPa al inicio de la maduracion. El efecto fue reversible, ya que a
los otros tiempos de maduracion, no se conservo este efecto del tratamiento. En quesos
Cheddar tratados a 400 MPa durante 10 min (Rynne y col., 2008), y en quesos de oveja
tratados a 300 MPa durante 10 min (Juan y col., 2008), se observé el mismo incremento en
éstos pardmetros en los quesos tratados con APH. Sin embargo, s6lo en los quesos
Cheddar, el efecto se mantuvo a lo largo de toda la maduracion. Los autores lo atribuyeron
a que el tratamiento con APH también produjo un aumento del pH, lo que podria ocasionar
un aumento en el calcio coloidal y una disminucién del grado de hidratacién de las
proteinas, incrementando la agregacion entre las caseinas. Esto haria que la matriz del
queso se vuelva més eldstica, y por lo tanto més resistente a la deformacion. En nuestro
estudio, como se presentd en el capitulo 3, no se evidenciaron modificaciones en el pH
debido al tratamiento con APH. En los quesos de oveja, al igual que en nuestro estudio, el
incremento en el esfuerzo a la fractura se verific6 solamente al inicio de la maduracion,
igualdndose al control a medida que el tiempo de maduracién avanzé y haciéndose menor
al control a los 90 dias (Juan y col., 2008). Esto fue explicado por los investigadores como
una consecuencia de la mayor protedlisis que se observé en los quesos tratados con APH a
los 90 dias de maduracién con respecto a los quesos controles. En nuestro estudio, es
posible que la mayor protedlisis hallada en los tratamientos T3 y T4 (capitulo 3) no fuera
suficiente para provocar diferencias en estos pardmetros a lo largo de la maduracion
atribuibles al tratamiento con APH. Los mayores valores en los pardmetros esfuerzo a la

fractura y deformacién encontrados luego del tratamiento con APH en los quesos tratados a
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400 MPa, puede que se deban a un cambio conformacional en ese momento puntual, y que
luego durante la maduracién ese cambio revierta, produciéndose una re-orientacién y/o
formacion de nuevas uniones en los quesos presurizados, lo que resulta en similares valores
de los pardmetros de textura que en los quesos controles. En este sentido, algunos
investigadores plantearon que durante el tratamiento con APH, se producen cambios en el
equilibrio entre el calcio libre (soluble) y el calcio unido a las caseinas (coloidal). Cuando
los quesos se someten a presion, las asociaciones calcio-caseina se rompen y el calcio
migra a la fase soluble. Cuando se libera la presion, el equilibrio se restablece, pero las
asociaciones entre las caseinas no resultan las mismas que inicialmente, aunque con el
tiempo, las diferencias en textura entre los quesos tratados y no tratados disminuyen (Law y
col., 1998, Saldo y col., 2000)

Con respecto al ensayo de TPA, el tiempo de maduracién influy6 significativamente
en todos los parametros de textura determinados mediante TPA. Se observé que con el
avance de la maduracion, los pardmetros dureza y masticabilidad de los quesos aumentaron,
mientras que los pardmetros elasticidad y cohesividad disminuyeron. La disminucién de la
elasticidad con el tiempo de maduracion también fue planteado por Messens y col. (2000) y
Liu y col. (2011) en queso Gouda y por Garde y col. (2007) en queso de oveja La Serena.
Sin embargo, en este ultimo tipo de quesos, la dureza disminuyé con el tiempo de
maduracién (Garde y col., 2007), mientras que en el estudio de Liu y col. en queso Gouda,
se observo un incremento de la misma en los primero 20 dias de maduracién, y una
posterior disminucién con el avance de la misma. Un aumento en la dureza de los quesos
con el avance de la maduracion fue observado por Koca y col. (2011) en queso semiduro,
registrdndose ademds en esos quesos una disminucién de la elasticidad, cohesividad y
masticabilidad a medida que la maduracién avanzé. En quesos Cheddar, se observo
disminucién de la dureza y de la elasticidad con el avance de la maduracién (Pollard y col.,
2003, Brickley y col., 2007). Los pardmetros de textura estin muy relacionados con la
protedlisis de los quesos, por lo general, a medida que ésta progresa, los quesos se vuelven
mads blandos y menos eldsticos, debido a la ruptura de la matriz de caseina, aunque como se
mencioné en la introduccién, algunos autores atribuyen los cambios de textura

fundamentalmente a cambios en los equilibrios salinos del calcio en el queso que ocurren
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simultdneamente con la protedlisis (Lucey y col., 2003; O’Mahony y col., 2005; Brickley y
col., 2007). Ademds, las caracteristicas composicionales de los quesos tienen gran
influencia en los pardmetros de textura. En este sentido, se ha visto que la grasa juega un
papel muy importante: los quesos reducidos en materia grasa exhiben una estructura més
compacta que los quesos con mayor contenido de grasa, debido a que los glébulos grasos
que se distribuyen entre la matriz proteica son menos y de menor tamafio. Dicha
composicion se asocia a quesos de mayor dureza y mayor elasticidad. Los quesos con
mayor contenido de grasa y humedad, en los que las asociaciones entre proteinas se ven
interrumpidas, son por el contrario, mds blandos. Los quesos con alto contenido de
proteinas y aquellos con baja humedad conllevan a un incremento en la dureza. A su vez, el
aumento del contenido de grasa determina productos menos cohesivos, y la disminucion,
quesos mds eldsticos que resisten a la deformacion y a la ruptura, y presentan mayor
cohesividad (Gunasekaram y Ak, 2003).

Los resultados arrojados por el presente estudio sobre TPA de queso Reggianito,
muestran que la dureza aument6 con el avance de la maduracion, lo que probablemente
obedeci6 a la disminucién de la humedad. Este efecto ha sido mencionado previamente por
Bértola y col (2005), quienes indicaron que la disminucién del contenido de humedad en
quesos de esta variedad produjo un incremento en algunos pardmetros de textura que
enmascararon la disminucién de los mismos como consecuencia de la protedlisis. Por otra
parte, en quesos tipo duros de pasta cocida, el desarrollo adecuado de textura es hacia una
mayor dureza y friabilidad, asi como formacion de la grana, y no de ablandamiento.

En cuanto al efecto del tratamiento con APH, se observé que influyé en los
parametros elasticidad y cohesividad, presentando los quesos tratados a mayor presion,
menores valores para estos pardmetros a todos los tiempos de maduracién analizados. Es
probable que la disminucion de la elasticidad y la cohesividad en los quesos tratados con
APH a la mayor presion, se relacione con la mayor protedlisis evidenciada en estos quesos
(capitulo 3). Similares resultados en la elasticidad fueron observados en quesos semiduros,
cuando se aplicaron presiones de 200 y 400 MPa (Koca y col., 2011) y en quesos de cabra
tratados a 50 MPa durante 3 dias (Saldo y col., 2001). En quesos Cheddar a los cuales se le
aplicé un tratamiento con APH de 345 y 483 MPa, durante 3 y 7 min, se describieron
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mayores valores de cohesividad y elasticidad que en los quesos controles (Serrano y col.,
2004). En este estudio, los cambios se atribuyeron principalmente a la modificacién en la
microestructura, ya que no se hallaron modificaciones en la protedlisis.

En cuanto a los pardmetros cromadticos, también en este caso el tiempo de
maduracién fue una variable significativa. Se observé que a medida que transcurrié la
maduracién, L* y a* disminuyeron, mientras que b* aumentd. Esto se traduciria en quesos
menos luminosos, cuya coloracion tiende al amarillo verdoso con el tiempo. Esta misma
tendencia en los pardmetros a* y b* fue observada en queso Cheddar (Rynne y col., 2008).
En queso Emmental, se observd una evolucion similar en los pardmetros L* y b*, mientras
que el pardmetro a* aument6 durante la maduracién (Rohm y Jaron, 1996). Los cambios de
color que se producen en el queso podrian deberse a un cambio en el grado de hidratacion
de las caseinas que se produce durante la maduracién, lo cual altera las propiedades de
dispersion de la luz (Paulson y col., 1998; Rudan y col., 1998). También la disminucién del
parametro L* se ha asociado con la concentracion de los componentes del queso, debido a
la reduccién del contenido de agua (Rohm y Jaron, 1996). En el presente trabajo, el
tratamiento con APH no modificé los pardmetros crométicos. Un efecto similar se observo
en el pardmetro L* en quesos Cheddar y en queso semiduro madurado en salmuera, aunque
en estos quesos, el pardmetro a* disminuy6 y el pardmetro b* aumenté como consecuencia
del tratamiento con APH (Rynne y col., 2008; Koca y col., 2011). Delgado y col (2013) no
observaron efecto del tratamiento con APH (400 y 600 MPa durante 7 min) sobre el
parametro b* de quesos de cabra Ibores elaborado con leche cruda. En este caso, el
pardametro L* aumentd y el pardmetro a* disminuyé en los quesos tratados con APH
comparados con los controles. En ese trabajo, el tratamiento con APH se realiz6 en los
quesos a los 60 dias posteriores a la elaboracion de los mismos. Del andlisis de la literatura
existente y de los resultados de nuestro trabajo, surge que el efecto del tratamiento con
APH sobre el color depende de las caracteristicas particulares de cada tipo de queso, y
ademds del tiempo en el cual se aplica el tratamiento. Algunos autores atribuyeron los
cambios observados en los pardmetros cromdticos a modificaciones en la microestructura

(Koca y col., 2011, Rynne y col., 2008, Saldo y col., 2002b).
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Con respecto a la evaluacion sensorial realizada en los quesos, se observé que a los
45 dias de maduracion, los quesos tratados a 400 MPa (T3 y T4) tuvieron mayor intensidad
para los atributos gusto salado y flavour tipico, y presentaron una menor intensidad para el
atributo olor caracteristico, en comparacion con el control y con las muestras tratadas a 100
MPa. A los 90 dias de maduracidn, se mantuvieron las diferencias encontradas a los 45 dias
en los quesos tratados a la mayor presidn para el gusto salado y el olor caracteristico. En un
estudio previo, en el cual se evaluaron los atributos sensoriales que caracterizan a un queso
Reggianito maduro, se encontré que el flavour genuino y gusto salado fueron los mds
importantes (Ceruti, 2014). Los quesos tratados a la mayor presién (400 MPa), alcanzan a
los 45 dias de maduracion, una intensidad superior a los quesos controles y tratados a 100
MPa. En sintesis: los atributos que caracterizan a un queso maduro fueron més intensos en
los quesos tratados a 400 MPa a los 45 dias de maduracion que en los controles y los
tratados a 100 MPa.

El incremento en estos atributos con el tiempo de maduracién, es consecuencia de
diferentes eventos que ocurren durante la maduracion (catabolismo del citrato y lactato,
lip6lisis, protedlisis y catabolismo de aminodcidos libres y dcidos grasos) que contribuyen
al desarrollo del flavour en los quesos (McSweeney, 1997). En el presente estudio, si bien
no se observaron cambios importantes en el perfil de aminodcidos libres y concentracién de
aminodécidos libres totales atribuidas al tratamiento (capitulo 3), se evidenci6 una protedlisis
y peptiddlisis mayor en los quesos tratados a 400 MPa. Ademds en los quesos tratados con
la mayor presion (T3 y T4), aproximadamente a los 60 dias de maduracion, se obtuvieron
niveles de aminodcidos libres totales similares a los exhibidos por las muestras controles a
los 90 dias de maduracién. Los aminodcidos son los mds importantes precursores de
compuestos de aroma y flavour en quesos madurados sin presencia de hongos o flora
superficial (Yvon, 2006).

Con respecto a la evolucién 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 concentraciéon de sal uniforme (Sihufe y col., 2007). Es posible que el
tratamiento con APH haya acelerado la difusién de sal, alcanzdndose una distribucién
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uniforme en toda la masa del queso en menos tiempo. Este efecto ha sido previamente
reportado en quesos de cabra y oveja salados por inmersion en salmuera tratados con APH
(Saldo y col., 2002; Juan y col., 2008). En estos estudios, se determiné el contenido de sal
en los quesos en la corteza y en el centro de los mismos, verificindose que aquellos
tratados con APH, alcanzaron mayores valores en el centro del queso en menor tiempo.
Estos autores atribuyen esto al hecho de que el tratamiento con APH produce una
microestructura mas continua en los quesos, lo que facilita la difusion de la sal desde la
corteza hacia el centro.

De la literatura existente se entiende que el tratamiento con APH sobre las
caracteristicas sensoriales de otros tipos de quesos ha arrojado resultados variables. En
queso Cheddar, se encontré que la intensidad de los atributos sensoriales de los quesos
tratados con APH fue inferior comparados con los controles, lo que se relacioné con un
retraso de la maduracion a causa del tratamiento con APH (Rynne y col., 2008). En otro
estudio en queso Cheddar reducido en grasa aplicando presiones superiores a 335 MPA
(Ozturk y col., 2013a) y en quesos de oveja tratados a 300 y 400 MPa durante 10 min, se
encontré un efecto negativo en las caracteristicas sensoriales debido al tratamiento con
APH (Garde y col., 2007; Juan y col., 2008). En este mismo tipo de queso, no se
observaron efectos del tratamiento en la evaluacion sensorial cuando se trabajaron con
quesos con diferentes concentraciones de sal, a los cuales se le aplicé un tratamiento con
APH de 405 MPa durante 3 min (Ozturk y col., 2013b). Similares resultados se observaron
en quesos de cabra tratados a 400 o 600 MPa durante 7 min a los 60 dias posteriores a la
elaboraciéon (Delgado y col., 2013). A su vez, en queso Brie a los que se les aplicé un
tratamiento de 400 y 600 MPa 5 min a los 14 dias posteriores a la elaboracién (Calzada y
col., 2014) y en una variedad de queso duro no cocido, cuando se aplicé un tratamiento con
APH de 300 MPa durante 10 min (Yang y col., 2014) los cambios observados fueron
positivos. Al igual que los resultados observados en las caracteristicas texturales y de
apariencia medidas por métodos instrumentales, los resultados disimiles parecen sefialar
que el efecto del tratamiento con APH sobre las caracteristicas sensoriales depende del tipo

de queso al cual se le aplica el tratamiento, de las condiciones aplicadas en el tratamiento
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con APH (presién y tiempo de presurizacion) y del tiempo luego de la elaboracién al que se

aplica el tratamiento.

5. Conclusiones

Para todos los pardmetros de textura evaluados, se verific6 que el tiempo de
maduracién fue una variable significativa. En cuanto al efecto del tratamiento con APH, se
observo que la aplicacion de 400 MPa provocé cambios en algunos pardmetros de textura
solamente al inicio de la maduracién. La disminucion en la elasticidad y cohesividad de los
quesos tratados a 400 MPa se mantuvo a lo largo de toda la maduracion, lo que se relaciona
con una aceleracién en esos pardmetros y resulta consistente con la mayor protedlisis
evidenciada en los quesos tratados a 400 MPa.

El tratamiento con APH no produjo cambios en los pardmetros cromaticos de los
quesos, lo que se valoré como positivo, ya que la evolucion de los pardmetros cromdticos a
lo largo de la maduracién de los quesos tratados con APH fue igual a la de los quesos
controles.

Los quesos tratados a mayor presion mostraron una aceleracion en el desarrollo de

las caracteristicas sensoriales de un queso maduro.
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Conclusiones

En este trabajo se estudié el efecto de dos estrategias tecnoldgicas dirigidas a
acelerar la maduracion de queso Reggianito. La primera de ellas se basé en una
modificacion sencilla de la tecnologia tradicional, consistente en la reduccién de la
temperatura de coccion, en presencia de dos coagulantes diferentes. La segunda estrategia
requirié una intervencion tecnoldgica innovadora, la aplicaciéon de la tecnologia de altas

presiones hidrostaticas (APH).

En primer lugar se obtuvieron modelos de queso miniatura, reproducibles vy
comparables a los sistemas reales. Las fuentes de variacion provenientes de la elaboraciéon
fueron minimizados, y tanto el fermento, como el coagulante y el proceso se estandarizaron

para poner de relevancia el efecto de los factores en estudio.

En la primera experiencia, se comprob6é que la utilizacién de una temperatura de
coccion levemente mds baja que las usuales condujo a aceleracion de la protedlisis del
queso Reggianito, principalmente debido a un incremento en la actividad coagulante
residual. Ademads, la actividad coagulante residual se incrementé durante la maduracién, y
mostrd una tendencia a igualarse en todos los quesos a los 90 dias, independientemente de
la temperatura de coccidn. Sin embargo, la actividad coagulante residual, al igual que la
protedlisis, fue siempre mayor en los quesos que se trataron a la menor temperatura de
coccion, para todos los indices de protedlisis evaluados. La actividad de la plasmina no se

vio modificada a las dos temperaturas evaluadas.

En cuanto a la comparaciéon entre la quimosina de camello y la bovina, los
resultados del presente estudio confirmaron que la quimosina de camello es menos
proteolitica que la bovina, aunque las diferencias encontradas no fueron tan marcadas como
las informadas por otros autores. Los patrones de protedlisis fueron similares para ambas
enzimas, especialmente los observados por electroforesis, pero en los quesos elaborados
con quimosina bovina, la peptiddlisis fue cuantitativamente m4s intensa a tiempos similares

de maduracion, para las dos temperaturas de coccion estudiadas. No se detectaron
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evidencias de productos defectuosos o protedlisis alterada, como péptidos hidrofébicos

derivados de la caseina B, en ninguno de los quesos evaluados.

Se demostr6 que mediante una modificacion sencilla en la tecnologia de
elaboracion, fue posible incrementar la actividad de la enzima coagulante residual, con la

consiguiente aceleracion de la protedlisis y peptiddlisis en los quesos.

En cuanto al efecto de la tecnologia APH, se evidenci6 que la utilizacién de
presiones de 400 MPa al inicio de la maduracién permitié acelerar la maduracién de los
quesos Reggianito, lo cual fue demostrado por un incremento de la protedlisis y peptidolisis
en los quesos. La aplicacion de los tratamientos a la menor presiéon (100 MPa),
independientemente del tiempo de mantenimiento seleccionado, no produjo cambios

relevantes en ninguno de los pardmetros evaluados en este trabajo de tesis.

La composicion quimica y el pH de los quesos no mostraron cambios significativos
iniciales ni a lo largo de la maduracion, atribuibles al tratamiento con APH. Los recuentos
iniciales de lactobacilos termoéfilos, en cambio, fueron afectados por los tratamientos més
intensos. Se observé una disminucion de los mismos, lo cual se correlaciona con el

incremento en la protedlisis observada en los quesos tratados a 400 MPa.

La actividad de la plasmina se increment6 en las muestras tratadas a la mayor
presion (400 MPa), mientras que la actividad residual del coagulante no fue afectada por el

tratamiento con APH a ningtn nivel de presion.

El tratamiento a 400 MPa durante 10 min favoreci6 un incremento general de la
protedlisis y peptiddlisis, evidenciado por un aumento de las fracciones NS a lo largo de
toda la maduracién, por un aumento de la velocidad de hidrdlisis de las caseinas, por
cambios cuantitativos en los péptidos solubles y por el incremento de los niveles de

aminodcidos libres totales. El tratamiento a 400 MPa durante 10 min condujo en sélo 60
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dias de maduracién a indices de protedlisis similares a los del queso control de 90 dias de

maduracion.

Durante la maduracién de los quesos, ademds de los cambios bioquimicos, y en gran
medida como consecuencia de ellos, se producen cambios en la textura, el color, y atributos
sensoriales de los quesos, caracteristicas que en definitiva son las que percibe el
consumidor y determinan la calidad del producto. Por esta razén, se estudié también el
efecto de la tecnologia APH sobre esas caracteristicas. En cuanto a textura, cuando se
aplicé una presion de 400 MPa se observé un efecto a lo largo de la maduracién sobre la
elasticidad y cohesividad de los quesos, lo que posiblemente se relaciona con la mayor
protedlisis presentada en esos quesos. Los pardmetros cromdticos no fueron afectados por
el tratamiento con APH, lo que puede considerarse como positivo, ya que los quesos
tratados no se diferenciaron del control. En cuanto al anélisis sensorial, dos atributos que se
consideran indicadores de la maduraciéon de queso Reggianito, como el gusto salado y el
flavour genuino, presentaron a los 45 dias de maduracion una intensidad mayor en los

quesos tratados a 400 MPa.

El presente trabajo de tesis aporta informacion sobre dos estrategias diferentes para
acelerar la maduracion del Queso Reggianito. Asimismo, es el primer estudio que investiga
el uso de quimosina de camello en queso Reggianito, y en quesos duros de pasta cocida tipo
italianos en general. También constituye la primera investigacion sobre tecnologia APH en

esta variedad de quesos.

En las dos estrategias evaluadas, se produjo un incremento en la velocidad de
maduracién relacionado con el incremento de la protedlisis y el incremento de la actividad
de enzimas habitualmente presentes en la matriz alimentaria, como el coagulante y la
plasmina. Asimismo, se obtuvieron productos de buena calidad global y no se encontraron

defectos.
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La aplicacion de las tecnologias propuestas debe evaluarse en el contexto de los
costos de inversion y operativos de las mismas, tanto actuales como futuros, y de la
viabilidad de su implementacién, profundizando en la evaluacion de su impacto en el perfil

sensorial de los productos.
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