Capitulo 3. Estrategias tecnoldgicas para acelerar la maduracion y diversificar el

flavor en quesos duros

En el presente capitulo se indagara en la identificacion de estrategias tecnologicas
destinadas a acelerar la maduracion y/o diversificar el flavor de quesos duros. En
primer lugar, se expondrén los estudios del impacto de distintos tratamientos fisicos
aplicados a la leche de elaboracion (homogeneizacion, tratamiento térmico) o aplicados
al producto final (HPH) en la maduracion de los quesos. En particular, se analizara el
efecto de los mismos sobre las actividades enzimaticas (plasmina y coagulante) y la
bioquimica de la maduracion: protedlisis, lipolisis, flavor y sus caracteristicas
sensoriales. En segundo lugar, se presentaran resultados referidos al disefio de
fermentos primarios y adjuntos y su impacto en la maduracion, ofreciendo la posibilidad

de disefiar productos a medida.

3.1. Tratamientos fisicos aplicados durante el proceso de elaboracion
M. Ayelén Vélez, M. Cristina Perotti, Luciana Costabel, Mario Candioti, Leila Pozza,

Susana Palma, Carlos Meinardi, Veronica Wolf, Carina Bergamini y Erica Hynes.

3.1.1. Pre-tratamiento de la leche de queseria: agitacion mecénica Yy
homogeneizacion

La manufactura del queso consiste basicamente en un proceso de deshidratacion, donde
la grasa y las caseinas de la leche se concentran, y prosigue con la etapa de maduracion
que conduce al producto final, con caracteristicas Unicas de aroma, textura y flavor
(McSweeney, 2004). La transformacién de la cuajada en queso es consecuencia de
cambios fisicos y complejas reacciones quimicas y bioquimicas, todos ellos de gran
influencia en las caracteristicas finales de los productos que involucran la difusion de
sales, la evaporacion del agua, los equilibrios quimicos del calcio, metabolismo del
lactato y citrato, degradacion de las proteinas y lipidos y catabolismo de aminoacidos y
acidos grasos libres (McSweeney y Sousa, 2000).

En particular, la lipolisis es la hidrdlisis enzimatica de los triacilgliceroles (TAG) para
dar éacidos grasos libres (AGL, desde C4:0 hasta C 18:2), glicerol, mono y

diacilglicéridos. En algunos tipos de quesos la lipdlisis es indeseable, pero en quesos



duros italianos o en el queso Reggianito, una lipdlisis moderada es deseable ya que
contribuye al desarrollo del flavor genuino (Candioti y col., 2002; Collins y col., 2003).
En este tipo de queso los agentes lipoliticos son la lipasa nativa de la leche, lipoproteina
lipasa (LPL), y las enzimas de los fermentos lacticos y bacterias lacticas no
pertenecientes al fermento (non- starter lactic acid bacteria, NSLAB). En la leche cruda
la hidrélisis enziméatica no se produce espontaneamente debido a que las enzimas
lipoliticas y su sustrato se encuentran compartimentalizados: los TAG dentro de
glébulos rodeados por una membrana (milk fat globule membrane, MFGM) y la LPL
asociada a la fase proteica (Collins y col., 2003). Sin embargo, los procesos fisicos
aplicados a la leche antes de la elaboracién de quesos (agitacién mecanica, bombeo,
homogeneizacién) pueden disminuir la accion protectora de la membrana del glébulo
graso y favorecer la lipdlisis (Evers, 2004).

Con el objeto de incrementar las reacciones de lipdlisis en quesos actuando sobre la
compartimentalizacion sustrato grasa — enzimas lipoliticas, es decir, incrementando la
accesibilidad de las enzimas lipoliticas a su sustrato, en el INLAIN se realizaron
experiencias aplicando un tratamiento fisico de agitacion mecanica y bombeo a la leche
de queseria (Vélez y col., 2011). No existen reportes previos de la aplicacion de este
tipo de pre-tratamientos a la leche para elaboracion de quesos. Es por ello que, con el fin
de seleccionar un protocolo adecuado, se estudiaron mezclas de leche y crema de
distintos porcentajes de grasa (5%, 15% y 30%) a distintas temperaturas (5, 15 y 45°C).
El dafio a la membrana del glébulo graso se estimé mediante la medida de la grasa
liberada y observacion microscopica. Las condiciones méas apropiadas fueron 5°C y
30% de contenido graso y agitacion mecanica a 2800 rpm durante 2 min. Este
tratamiento se aplicé a la elaboracion de cuajadas miniatura donde se evalud la
retencion de materia grasa, humedad y lipolisis. El protocolo llevado a cabo no
incremento la pérdida de grasa en el suero ni causo detrimento alguno en la coagulacién
y en la sinéresis de la cuajada, por lo que no hubo modificaciones en los valores de
humedad; la lip6lisis determinada por cromatografia de gases no se vié incrementada
respecto a cuajadas controles. El pre-tratamiento de la leche se aplic6 luego a la
elaboracion de quesos Reggianito miniatura (5L), donde ademas se evaluo la influencia
de la pasteurizacion sobre la lipolisis y produccion de compuestos volatiles durante la

maduracion (12°C/ 90 dias) (Vélez y col., 2010). Para ello, se realizé un disefio



experimental en el que se evaluaron dos factores: el tratamiento térmico a dos niveles
(pasteurizado y no pasteurizado; en este Ultimo se emple6 una sanitizacion no-térmica
mediante un descremado natural) y el tratamiento fisico (crema agitada y no agitada).
Los factores estudiados no influyeron sobre el contenido de &cidos grasos libres totales
ya que el nivel de lipdlisis global se incrementd de manera similar durante la
maduracion en todos los quesos, hayan sido elaborados con leche cruda o pasteurizada,
y con tratamiento mecanico de agitacion o no. En cuanto al perfil de AGL, los acidos de
cadena corta (C4:0 — C8:0) fueron significativamente afectados siendo mayor la
proporcion en los quesos elaborados con leche cruda. Este incremento puede ser
atribuido tanto a la accién de la LPL como a las enzimas lipoliticas microbianas y
reviste importancia ya que estos acidos grasos tienen una influencia directa en el flavor.
Ademas, en ausencia de tratamiento térmico y en algunos casos bajo condiciones que
favorecieron la descompartimentalizacion enzima-sustrato, se produjeron cantidades
incrementadas de compuestos volatiles derivados de la grasa como 2-heptanona y 2-
nonanona, hexanoato de etilo, butanoato de etilo y butanoato de isoamilo. De esta
experiencia, pudo apreciarse que el pre-tratamiento de la leche de elaboraciéon por
agitacion tuvo un impacto bajo en la lipolisis ya que s6lo en algunos casos fue
significativo y siempre interaccionando con el tratamiento térmico; ademas, quedod en
evidencia que los cambios favorables en lipdlisis y produccién de aromas derivados de
la grasa se obtuvieron sélo en presencia de leche cruda.

Frente a los resultados obtenidos se decidié profundizar el estudio acerca de la
accesibilidad enzima-sustrato mediante una nueva experiencia de elaboracién de
miniquesos, en los que el tratamiento de desestabilizacion del glébulo graso fuera mas
enérgico. Esta consistié en la aplicacion de una etapa de homogeneizacion de la fraccion
grasa de la leche de elaboracion, utilizando en todos los casos leche cruda (Vélez y col.,
2017). El principio basico de la homogeneizacion consiste en provocar la disrupcion de
los globulos grasos mediante el pasaje de la leche a presion por un orificio de pequefio
diametro. La brusca descompresion posterior provoca torbellinos que generan un
esfuerzo de corte elevado y eventualmente cavitacién, fendbmenos que conllevan la
disrupcion de las gotas de grasa y reduccion del tamario, con el concomitante aumento
de la superficie o area total de la interfase grasa/agua, lo que implica la formacion de

una nueva membrana - membrana artificial o de reposicién -, que consiste en restos de



membrana nativa y otros componentes (micelas de caseinas, proteinas del suero) que se
adsorben en la interfase. Por lo tanto, este proceso favoreceria la accesibilidad a la grasa
a las enzimas lipoliticas (Walstra y col., 1999; Kelly y col., 2008).

A diferencia del tratamiento mecanico, existen antecedentes de la aplicacion de
homogeneizacion a la leche de queseria en algunas tecnologias particulares con el fin de
acelerar la lipdlisis para mejorar el flavor, como en el caso de los quesos madurados
con hongos (Johnson, 2011). Por otro lado, también se ha utilizado para variedades de
quesos con bajo contenido de grasa con el fin de mejorar la textura, obteniendo mayor
humedad y quesos de cuerpo mas suave 0 cremoso. Sin embargo, no hay informes
previos de este procedimiento aplicado en quesos duros.

En los ensayos desarrollados en el INLAIN se observo un aumento inicial significativo
de la concentracion total promedio de los acidos grasos libres en quesos elaborados con
crema homogeneizada (H) con respecto a los quesos sin aplicar homogeneizacion
(controles, C). En efecto, en los quesos elaborados con leche homogeneizada se
alcanzaron niveles maximos de lipdlisis en los primeros dias, mientras que en los
quesos controles dichos niveles se incrementaron gradualmente durante la maduracion.
En cuanto al perfil de acidos grasos cortos y medios, a los 3 dias las concentraciones de
los &cidos grasos fueron superiores en los quesos H, siendo el C10:0 el mas abundante.
En los quesos las concentraciones de estos acidos fueron similares entre si. A los 90
dias, se observé una diferenciacién en el perfil con respecto al inicial, ya que el acido
graso mas abundante en los quesos C y H fue el C4:0. Mientras que C4:0, C6:0 y C8:0
presentaron valores similares en C y H, y C10:0 y C12:0 mostraron concentraciones
significativamente superiores en H. Al igual que el aumento inicial de lipdlisis
encontrado en los quesos homogeneizados, estas diferencias en los &cidos grasos en
particular se explican con la mayor accesibilidad lograda para las enzimas lipoliticas a
su sustrato, especialmente la LPL que se encuentra activa en quesos de leche cruda. Al
final de la maduracion, los niveles de &cidos grasos libres totales eran similares en todos
los productos. Estos resultados indican que la estrategia de aumento de contacto grasa —
enzimas lipoliticas fue exitosa para acelerar las reacciones enzimaticas de lipdlisis. En
cuanto a los compuestos volatiles, se observo que algunos derivados del catabolismo de

los AGL, tales como hexanal, heptanal, nonanal y metilcetonas (C5 a C9), se formaron



preferentemente en quesos elaborados con leche homogeneizada, en diferentes tiempos

de maduracion.

3.1.2. Modificaciones en la tecnologia de elaboracion: lavado, tipo de enzima
coagulante y coccidon de la cuajada

La protedlisis es el conjunto de reacciones de hidrolisis que tiene lugar sobre las
caseinas intactas y sobre los péptidos derivados de ellas, y confieren a los quesos
propiedades Unicas de sabor, textura y aroma. Durante la maduracion de quesos, la
hidrdlisis inicial de las caseinas es producida por el coagulante y por la enzima nativa
plasmina, lo cual resulta en la formacion de péptidos largos que luego son degradados
por enzimas de la microflora perteneciente y no perteneciente al fermento (Chitpinityol
y Crabbe, 1998). La formacidn de péptidos y de aminodacidos libres contribuye al flavor,
por actuar como precursores de compuestos de gran impacto (Upadhyay y col., 2004a).
La plasmina (EC 3.4.21.7) es una serina proteinasa derivada de la sangre; su pH y
temperatura 6ptimos son 7,5y 37 ° C, respectivamente. En la leche, preferentemente
hidroliza la PB-caseina en y-caseinas, pero también puede hidrolizar aS2-caseina
(Rampilli y Raja, 1998). La plasmina pertenece a un sistema complejo que incluye la
enzima activa, su precursor inactivo plasmindgeno, activadores de plasmindgeno y 2
inhibidores: el inhibidor de la plasmina y los inhibidores de los activadores del
plasmindgeno. Mientras que los inhibidores de la plasmina estan localizados en la
fraccion de suero de leche, la plasmina esta predominantemente unida a las micelas de
caseina (Grufferty y Fox, 1988). La estabilidad térmica de la plasmina es relativamente
alta dado que se requiere de un tratamiento térmico a 80 ° C durante 10 minutos para
completar la inactivacién de la misma; por el contrario, los inhibidores son termolabiles
(Somers y Kelly, 2002). De esta manera, la contribucién de la plasmina a la hidroélisis
primaria de las caseinas es mas pronunciada en quesos de pasta cocida (Sousa y col.,
2001; Somers y Kelly, 2002).

Debido a la importancia de la plasmina en la maduracién de diversos tipos de quesos,
varios grupos de investigacion han desarrollado estudios basados en el incremento de la
concentracion de la misma para acelerar este proceso. Entre distintas alternativas, se
destaca el agregado de plasmina exogena a la leche de elaboracion. Farkye y Fox (1992)

consiguieron al final de la maduracién de queso Cheddar un 20% mas de nitrégeno



soluble. Somers y col. (2002) observaron una mayor hidrélisis de la B-caseina en queso
Mozzarella y O'Farrell y col. (2002) verificaron una mayor protedlisis primaria en
quesos madurados en superficie. Otra estrategia consiste en lograr un aumento de la
concentracion de plasmina en el queso por medio de la activacion del plasmindgeno
agregando uroquinasa. Esta técnica ha sido ensayada sobre quesos Suizos (Bastian y
col., 1997) y Cheddar (Barrett y col., 1999; Milesi y col., 2008), conduciendo a un
aumento de la prote6lisis primaria. La estreptoquinasa, una proteasa exocelular
producida por Streptococcus uberis, forma un complejo con el plasminégeno que
induce a un cambio conformacional que activa la plasmina sin mediar una escision
proteolitica (Johnsen y col., 2000). Segun Upadhyay y col. (2004b), la estreptoquinasa
adicionada a la leche de elaboracion de queso Cheddar activd la mayor parte del
plasmindgeno, lo que derivd en una aceleracién de la proteodlisis, como lo indicaron el
aumento de nitrégeno soluble a pH 4,6 y la hidrolisis de la B caseina. Somers y Kelly
(2002) estudiaron el efecto del tratamiento térmico de la leche y de la temperatura de
coccion sobre quesos miniatura, concluyendo que la coccion tiene un efecto positivo
importante sobre la actividad de la plasmina pero que no sucede lo mismo con la
temperatura de tratamiento térmico previo de la leche. Exceptuando este trabajo, existe
escasa informacion sobre las operaciones de la fabricacion del queso que puedan llevar
a un incremento de la actividad de la plasmina.

En cuanto al coagulante, consiste principalmente en quimosina pura, que es una
proteinasa aspartica acida (E.C. 3.4.23.4) con un pH o6ptimo de aproximadamente 4,0 y
una actividad de coagulacion de la leche altamente especifica a pH 6,7. La cantidad
residual de enzima coagulante que permanece en la cuajada después del drenaje del
suero es de hasta el 15%, ya que el resto se pierde en el suero (Sousa y col., 2001). La
retencion de la actividad coagulante en la cuajada depende de factores tecnoldgicos
como el pH de drenaje, la temperatura de coccion y la humedad del queso (Jacob y col.,
2010). Durante la maduracion del queso, la accion proteolitica de la quimosina sobre la
caseina aS1 libera los péptidos aS1 (f1-23) y aS1-1 (f24-199) que se observan en una
etapa temprana de la maduracion en quesos blandos ya que retienen grandes cantidades
de suero y la cuajada no se somete a tratamiento térmico (Hynes y col., 2001; Bansal y
col., 2007). Existe cierta incertidumbre con respecto al grado de inactivacion de la

guimosina en los quesos cocidos. Se sabe que cantidades mas bajas de cuajo se retienen



en los quesos duros debido a su menor contenido de humedad y a la desnaturalizacion
causada por la temperatura. A pesar de estos hechos, se ha informado que la
inactivacion del coagulante en los quesos cocidos es parcial o reversible (Hayes y col.,
2002; Hynes y col., 2004; Costabel y col., 2015).

Con el fin de planear estrategias para intensificar las reacciones de protedlisis, en el
INLAIN se realizaron ensayos para evaluar las siguientes variables: pH de drenado de
suero, temperatura de coccion de la cuajada e incorporacion de una etapa de lavado de
la cuajada (Vélez y col., 2015b; Vélez y col., 2016). Estos parametros se evaluaron, en
una primera etapa, en pseudocuajadas modelo mediante el analisis de la actividad de las
enzimas plasmina y coagulante y su contribucion a la protedlisis. EI aumento del pH y
el lavado de la cuajada afectaron positivamente la actividad de la enzima plasmina y
aumentaron su impacto en la proteolisis, lo que fue evidenciado en un incremento de
péptidos solubles en la zona del cromatograma donde eluyen los péptidos hidrofébicos.
Por el contrario, no se detectd una influencia de la temperatura de coccién en la accion
de la enzima. En cuanto al plasmindgeno, su actividad no se modifico. Ademas, se
detectd que la accion del coagulante se incrementd por la disminucion del pH de
drenado de suero y de la temperatura de coccion, y que el lavado no modifico
significativamente su accion. Estos resultados se correspondieron con incrementos en la
protedlisis detectados tanto por perfiles de péptidos solubles como por electroforesis y
fracciones nitrogenadas. El tiempo de almacenamiento de las pseudocuajadas,
establecido en 7 dias, fue suficiente para realizar un screening preliminar de los
tratamientos favorables a la accion de la enzima plasmina y coagulante. En una segunda
etapa, se evaluaron estrategias para intensificar los niveles de protedlisis en queso duro
utilizando un modelo de queso miniatura, madurado 90 dias a 12°C. Se estudié la
influencia de la temperatura de coccién (50 y 56 °C) y el tipo de enzima coagulante
recombinante utilizada (quimosina bovina y quimosina de camello) (Costabel y col.,
2015). Se verifico que la actividad coagulante residual fue significativamente menor en
los quesos sometidos a una temperatura de coccion mas alta mientras que la actividad de
la plasmina fue similar a las dos temperaturas, corroborandose lo observado en el
modelo de las pseudocuajadas. Los perfiles electroforéticos de los quesos de 50°C
mostraron la fraccion asl-1 desde el inicio de la maduracion, mientras que en los de

56°C recién se aprecidé a los 50 dias. Estos resultados se correlacionaron con los



obtenidos para los perfiles peptidicos. A medida que avanz6 la maduracién de los
quesos, se observo un incremento de la protedlisis, que fue mayor en los quesos de
50°C. Asimismo, también se verificd que la actividad coagulante tendio a igualarse al
final de la maduracion en los quesos obtenidos a diferentes temperaturas de cocciéon lo
que sugiere, como ya fue mencionado anteriormente, una reactivacion de la enzima. El
tipo de enzima coagulante tuvo un impacto diferente en la protedlisis de los quesos
unicamente cuando se utilizdé una coccion a 56°C. A esta temperatura la quimosina
bovina mostré una mayor actividad proteolitica, evidenciada en los perfiles peptidicos y
en los niveles de las fracciones nitrogenadas.

Los efectos de la temperatura y lavado verificados en los estudios descriptos
anteriormente también se observaron en quesos de distintos tipos: Cremoso (blando),
Pategras (semiduro) y Reggianito (duro), elaborados a escala industrial y que se
maduraron en nuestro Instituto. (Vélez y col., 2015a). Los resultados registrados se
relacionaron principalmente con la temperatura de coccion, ya que su disminucién
incremento la actividad coagulante, siendo superior en Cremoso, intermedia en Pategras
y baja en Reggianito. En cuanto al sistema plasmina / plasminégeno, se observo una
mayor actividad del plasmindgeno inactivo en los quesos Reggianito y Cremoso
mientras que en el queso Pategras el nivel del zimégeno fue muy bajo, probablemente
porque la activacion del mismo se llevé a cabo durante la elaboracion del queso cuya
tecnologia incluye un paso de lavado de cuajada. Tal como se mencioné anteriormente,
este procedimiento eliminaria los inhibidores de los activadores del plasmindgeno. De
hecho, la mayor actividad de la plasmina se encontré en el queso Pategrés lo que indica
que el lavado de la cuajada combinado con el tratamiento térmico suave de la misma
favoreciod la activacion del plasmindgeno. Sin embargo, el ambiente definido por la
matriz de queso Reggianito resultd mas adecuado para mantener la estabilidad de la
actividad de la plasmina a lo largo de la maduracion. Los resultados fueron consistentes
con la protedlisis registrada en los perfiles de electroforesis y las fracciones

nitrogenadas.

3.1.3. Validacion de la estrategia tecnologica seleccionada a escala piloto
Finalmente, se disefi0 una tecnologia modificada teniendo en cuenta los resultados

obtenidos en los modelos, que se validd a escala piloto. Se seleccionaron los cambios



que resultaron mas favorables para incrementar las actividades enzimaticas de interés y
se evaluo su influencia sobre la protedlisis, lipolisis y la calidad sensorial de los quesos
obtenidos. Se realizaron dos elaboraciones en paralelo, una siguiendo la tecnologia
tradicional para quesos duros de pasta cocida (leche pasteurizada, temperatura de
coccion 52°C vy sin aplicacion de lavado a la cuajada) y otra aplicando la tecnologia
modificada (leche cruda, fraccién grasa -20%- homogeneizada, temperatura de coccion
50°C e incluyendo una etapa de lavado). Los quesos obtenidos con la tecnologia
modificada mostraron una maduracion acelerada, basada tanto en un incremento en la
velocidad de lipdlisis como en la velocidad de hidrolisis de las caseinas, especialmente
debido a la accion del coagulante. En el perfil de compuestos volatiles de estos quesos
predominaron aquellos derivados del catabolismo de la grasa, lo cual se correspondid
con el analisis sensorial. Los quesos no mostraron rancidez, y el flavor genuino y
picante se desarroll6 mas réapido y sin defectos. Los quesos se retiraron de la camara de
maduracion (12°C) a los 60 dias, tiempo al que ya alcanzaron un flavor completamente

maduro.
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3.2. Tratamientos fisicos aplicados durante el proceso de maduracion
Luciana Costabel, Carina Bergamini, Erica Hynes y Sergio Vaudagna

3.2.1. Tratamiento con APH en quesos

El tratamiento con alta presion hidrostatica (APH) a los quesos se plantea como una
estrategia innovadora. El objetivo fundamental de la aplicacion de este tratamiento a los
mismos es acelerar el extenso periodo de maduracion en el cual se producen las
transformaciones biogquimicas de las proteinas, las grasas y los gllcidos que daran lugar
a la textura, flavor y funcionalidad de las diferentes variedades de quesos (San Martin
Gonzalez y col., 2007; O’Reilly y col., 2001).

El interés del estudio del efecto del tratamiento con APH sobre quesos se inicia por la
prometedora patente de Yokoyama y col. (1992) en la cual se evidencia que quesos
Cheddar que fueron expuestos a presiones de 50 MPa durante tres dias a 25 °C
presentaron una concentracién de aminoacidos libres y un flavor comparable a quesos
comerciales con seis meses de maduracion. A partir de este estudio comienzan 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 aplicadas por Yokoyama y col.. En general, estos
estudios concluyeron que la aplicacion de esas combinaciones presion-tiempo tuvo
relativamente poco efecto sobre la maduracién de los quesos. Esto en parte fue atribuido
a que en el estudio de Yokohama y col. se utilizaron niveles 10 veces mayor del
fermento que los utilizados comUnmente para la elaboracion de queso Cheddar, lo que
seguramente influy6 en la aceleracién de la maduracion observada. Comienzan entonces
a plantearse otros estudios en diferentes variedades de queso variando las
combinaciones presion-tiempo y evaluando el impacto en diversos aspectos
relacionados a la maduracion (Martinez-Rodriguez y col., 2012).

Dentro de los quesos duros, numerosos estudios se han enfocado en queso Cheddar y
quesos de oveja. Sin embargo, en el caso de quesos duros de pasta cocida, los cuales

tienen los periodos de maduracion mas largos, son escasos los estudios publicados.

3.2.2. Tratamiento con APH en queso Reggianito. Impacto en los recuentos

microbioldgicos y perfiles de maduracion
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En un estudio realizado por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y
el Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN) en queso Reggianito, se evalud el
impacto de la aplicacion del tratamiento con APH vy el tiempo de maduracion sobre la
composicion, el pH, los recuentos microbiol6gicos, la actividad de enzimas proteoliticas
que intervienen en la maduraciéon, la prote6lisis primaria y secundaria, la textura, los
parametros cromaticos y los atributos sensoriales del queso (Costabel, 2015; Costabel y
col., 2016). Para ello, se elaboraron quesos Reggianito miniatura a los cuales se les
aplico presiones de 100 6 400 MPa durante 5 6 10 min a 20 °C el dia posterior a la
elaboracion. Algunos quesos no fueron tratados con APH, los que se consideraron como
controles. Todos los quesos se maduraron durante 90 dias a 12 °C.

3.2.2.1. Composicién quimica, pH y recuentos microbioldgicos

La composicion quimicay el pH de los quesos a lo largo de la maduracion no resultaron
afectados por el tratamiento con APH. Los recuentos de lactobacilos termofilos
inmediatamente luego de la aplicacion del tratamiento con APH fueron inferiores en los
quesos tratados a 400 MPa, con independencia del tiempo de tratamiento. 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) 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 (Moschopoulou y
col., 2010). La disminucion de los recuentos microbiolégicos por el tratamiento con
APH puede estar asociada a una lisis celular durante la cual se produce la liberacion del
pool enzimatico intracelular, lo que puede tener un efecto en los perfiles de maduracion
(Wick y col., 2004).

El efecto del tratamiento con APH sobre los microorganismos depende de las
condiciones de proceso (nivel de presion aplicada, tiempo de mantenimiento a la
presion de trabajo, 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., 2006). A diferencia de los sistemas modelos, en los
alimentos 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).
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3.2.2.2. Actividad de enzimas proteoliticas y nivel de protedlisis

Se ha informado que la aplicacion de un tratamiento APH en etapas tempranas de la
maduracion puede afectar los pardmetros de maduracion de los quesos a través de la
modulacion de las reacciones enzimaticas (Messens y col., 1999; O’Reilly y col., 2000).
El rango en el cual la presurizacion puede pasar de mostrar efectos positivos a negativos
en la actividad neta de una enzima depende no solo de las caracteristicas moleculares de
la enzima y de la matriz alimentaria en la que se encuentra sino también de los otros
componentes del sistema enzimatico de interés (por ejemplo, de la presencia de
precursores e inhibidores enzimaticos en la matriz alimentaria). En queso Reggianito, la
actividad de la plasmina se incrementd por la aplicacion de APH a 400 MPa durante 10
min. Esto no habia sido informado previamente en ningun estudio. 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;
Rynne y col., 2008).

Los indicadores de protedlisis evaluados demostraron que esta transformacion
bioquimica fue afectada por el tratamiento con APH. La fraccion de nitrégeno soluble a
pH 4,6 se incremento en los quesos tratados a 400 MPa, independientemente del tiempo
de tratamiento. Asimismo, en los perfiles de electroforesis estos quesos mostraron una
mayor intensidad de las fracciones de asi-I y y-caseinas especialmente a los 45 dias de
maduracion. El aumento de la protedlisis primaria por efecto del tratamiento con APH
también fue observado por otros autores en diferentes variedades de queso. En este
sentido, Rynne y col. (2008) encontraron un comportamiento similar al observado en
este trabajo en quesos Cheddar tratados a 400 MPa durante 10 min. También en otros
trabajos, a presiones proximas a 400 MPa, se ha observado un incremento en la
velocidad de la protedlisis primaria en queso de cabra (Saldo y col., 2000), queso de
oveja (Juan y col., 2007) y queso Gouda (Messens y col., 2001). Asimismo, los perfiles
peptidicos de las muestras tratadas a mayor presion se diferenciaron del resto, lo que
evidencié una mayor proteodlisis secundaria en los quesos tratados a 400 MPa. También
se detectd un leve incremento en los niveles de aminoacidos libres totales con el
aumento de la presion aplicada. Los resultados observados en los quesos tratados a 400

MPa sugieren una mayor actividad de peptidasas microbianas, lo que se correlaciona
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con la disminucion de los recuentos iniciales y probable aut6lisis de los lactobacilos

termofilos del fermento.

3.2.2.3. Textura, parametros cromaticos y atributos sensoriales

La aplicacion del tratamiento con APH a quesos Reggianito tuvo una influencia
significativa en los parametros deformacién y esfuerzo a la fractura. Ambos presentaron
un valor mayor en los quesos tratados a 400 MPa al inicio de la maduracion
(independientemente del tiempo de mantenimiento de la presion). El efecto fue
reversible ya que con el avance de la 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
observo el mismo incremento en estos pardmetros. Sin embargo, sélo en los quesos
Cheddar el efecto se mantuvo a lo largo de toda la maduracion. Los mayores valores en
los pardmetros evaluados en los quesos inmediatamente luego del tratamiento a 400
MPa pueden deberse a un cambio conformacional en ese momento puntual que se
revierte con el avance de la maduracion, durante la cual se produce una re-orientacion
y/o formacién de nuevas uniones lo que resulta en similares valores de los parametros
de textura en los quesos presurizados que en los 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 las iniciales aunque,
con el tiempo, las diferencias en textura entre los quesos tratados y no tratados
disminuyen (Saldo y col., 2000).

Con respecto al analisis del perfil de textura (TPA), se observo un efecto en los
parametros elasticidad y cohesividad, presentando todos los quesos tratados a 400 MPa
menores valores de estos parametros a todos los tiempos de maduracion analizados. Es
probable que la disminucién de estos parametros en los quesos tratados con APH a la
mayor presion, se relacione con la mayor protedlisis evidenciada en los mismos. Similar

efecto en la elasticidad fue observado en quesos semiduros cuando se aplicaron
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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).

El tratamiento con APH no modificd los pardmetros cromaticos. Del anélisis de la
literatura existente y de los resultados del trabajo realizado en queso Reggianito, surge
que el efecto del tratamiento con APH sobre el color depende de las caracteristicas
particulares de cada tipo de queso y del tiempo de mantenimiento durante el cual se
aplica el tratamiento.

Con respecto a la evaluacion sensorial se observo que a los 45 dias de maduracion los
quesos Reggianito tratados a 400 MPa durante 5 y 10 min tuvieron mayor intensidad
para los atributos gusto salado y flavor tipico y presentaron una menor intensidad para
el atributo olor caracteristico en comparacion con el control y con las muestras tratadas
a 100 MPa. En un estudio previo, en el cual se evaluaron los atributos sensoriales que
caracterizan a un queso Reggianito maduro, se encontré que el flavor genuino y gusto
salado fueron los mas importantes (Ceruti, 2014). Por lo tanto, los atributos que
caracterizan a un queso maduro fueron mas intensos en los quesos tratados a 400 MPa a
los 45 dias de maduracion que en los controles y los tratados a 100 MPa.

A través de este estudio, se puede concluir que la aplicacion de un tratamiento con APH
a 400 MPa a quesos Reggianito al inicio de la maduracion permitié acelerar la
maduracion de los mismos, lo cual fue demostrado por un incremento de la prote6lisis y
peptiddlisis en los quesos. Ademas, los quesos tratados a esa presidn mostraron una
aceleracion en el desarrollo de los atributos sensoriales caracteristicos de un queso

maduro.
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