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1. INTRODUCCIÓN
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1.1. GENERALIDADES

Antes del siglo XVI una gran parte del

mundo ignoraba los quesos: no

solamente las regiones tropicales

húmedas y cálidas en los cuales el

clima era poco favorable para su

conservación, sino también en nuestro

continente americano desprovisto de

animales lecheros domesticados. Dos

regiones contiguas formaban el mundo

del consumo de quesos que

correspondian, por otro lado, a los dos

procedimientos utilizados para la

coagulación de la leche: las estepas y

desiertos del Viejo Mundo donde los

pastores nómades utilizaban la leche

acidificada por la fermentación láctica

para obtener una cuajada prensada que

era luego salada, y el mundo

mediterráneo extendido a Europa

donde la cuajada era preparada por la

acción enzimática del coagulante .

Durante el curso de los últimos cinco

siglos, este mapa se fue modificando

por la creciente cría y consiguiente

población de animales bovinos y

ovinos en Améríca, la valorización de

la zona austral, los progresos

científicos e industriales, el crecimiento

del consumo mundial, etc.

La industria quesera se consolida en la

Argentina en el siglo XIX. El censo de

1869 registra la existencia de 22

queserías en Buenos Aires, que

ocupaban a 210 empleados. A partir de

aquella época se produjo una expansión

de la actividad, que hoyes fuerte y

pujante.

El queso es hoy, uno de los alimentos

más nutritivos y sabrosos y existe en

casi todos los rincones del mundo,

desde aquéllos puramente regionales

(el Tafi de nuestro NOA, por ej.) hasta

los favoritos reconocidos

internacionalmente como el Saint

Paulin, Port salut, Gouda, Grana

Padano, Roquefort, etc.

El queso es el producto de una región y

de su pueblo. De hecho, toda la serie de

quesos del mundo deben su existencia

no solamente a la fecundidad de la

imaginaria humana, sino también a un

sinnúmero de otros factores que

constituyen el medio en el cual ellos

viven: clima, suelo, vegetación, altitud,

estado de desarrollo económico de la

región, tipo y raza de animales lecheros

y gusto y preferencias de los

consumidores a los cuales será

destinado de acuerdo a las costumbres

regionales. De esta forma, como
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producto de consumo diario las

preferencias varian de acuerdo a la

región. Podemos nombrar, entre otros,

el Camembert francés, el Parmiggiano

Reggiano italiano, el Cheddar preferido

de Inglaterra, el Gouda de Holanda, el

Queso Fresco de México sazonado con

chili y especias, los de pasta semidura

como el Mar del Plata argentino, etc .

La elaboración de los quesos ha sido un

métier doméstico, artesanal, que se

convirtió en un arte y a su vez un arte

que se convirtió en una industria. De

hecho, la mayor parte de los quesos de

gran importancia continúan siendo

fabricados de acuerdo a métodos

tradicionales que han evolucionado

tecnológicamente y a prácticas que

fueron transmitidas a través de varias

generacIOnes.

A diferencia de otros productos

alimenticios procesados para los cuales

la estabilidad es un criterio clave para

la calidad, el queso es un producto

bioquímicamente dinámico y en su

matriz se producen cambios

significativos durante su período de

maduración. Las cuajadas recién

elaboradas de distintas variedades de

quesos tienen textura y flavor similares .

Es durante la maduración que se

producen los compuestos del flavor y

10

textura que caracterizan cada tipo de

queso .

Los fenómenos metabólicos que

conducen a la obtención del queso han

sido objeto de numerosas

investigaciones que se han llevado a

cabo durante los últimos años. A pesar

de ello, no se conocen aún todos los

mecanismos bioquímicos por los cuales

la leche se transforma en textura y

flavor de ese delicioso alimento que

combina placer y nutrición denominado

QUESO .

Mrlitrt Corbm., .JI" UI'l arb~t~,(hi.
TtllQ;/ ", son N(' '111 ¡romtJK' ...
JC:ln d•..L, Footai~. Fablc~.

Fábula de Jean de La Fontaine
El señor cuervo, sobre un árbol
curvado, sostenía en su pico un queso.



1.2. LA ELABORACIÓN DEL QUESO .

El proceso de elaboración de un queso con coagulación enzimática, tales como los quesos

de pasta prensada, prensada cocida o semicocida consta de distintas etapas para llegar al

producto final que pueden ser representados en el siguiente esquema:

La tecnología básica de fabricación de un queso es similar para casi todas las variedades .

Pero es importante mencionar que cambios relativamente pequeños en las condiciones de

elaboración dan lugar a importantes diferencias en el producto final. En general estas

diferencias residen en la utilización de distintos tipos de fermentos, temperaturas de

cocción, corte de la cuajada, lavado de la masa, tamaño del grano de la cuajada, tiempos de

salmuera y maduración, y otras condiciones tecnológicas como temperatura y humedad

relativa de las cámaras .
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Según Castañeda et: al., 2005; Ramírez, 2005; Salazar et al. 1999; Salvadori del Prato,. , . ~ -

~998; entre las referencias más recientes así como Davies, 1965, Kosikowski (\ 970)

Veisseyre, 1980 y Eck (\ 987) entre los clásicos estudiosos de los procesos de
. . ' .

transformación de la leche, 'las distintas etapas para la elaboración de quesos pueden
l' ,

resumirse en el siguiente esquema,. "¿,. ~ r • • ~.

Control y estandarización de la leche: antes del llenado de la tina quesera, se controla su

color, sabor, ólor, acidez o pH, materia 'grasa y ausencia de residuos de antibióticos, A

continuación se estandariza -el tenotde materia grasá y se filtra, para retener macro

impurezas.

Pasteurización: etapa que cm' iluestro país debe realizarse obligatoriamente cuando se

elaboran quesos semiduros y de pasta blanda (Código A1imentaHo'Argentino) de tnenós de

3 meses de maduración. Esta: puede realiZarse en la propia tina <> mediante equipos de

pasteurización a placas ti otros:

Premaduración: antes d¿l agregado del cdagulántela leche debe acidificarse con bacterias

ácido lácticas (BAL), lo cual se logfá con fermentos puros'y mezclas seleccionadas o con

fermentos naturales (suerofermento ti otros). En esta etapa se puede agregar cloruro de

calcio, colorante y nitratos,si correspondiera.

Cuajado: es la formaCión,'por acción del coagulante, de úna red proteica que contiene los

glóbulos de grasa y el fosfato de calcio coloidal, formándose un gel.
•• •• ,... •• 41'

Corte de la cuajada: para' promover la sinéresis, es decir la separación del suero y la
",'," i.: t " t "," -10._. ~~ ", '-

retracción de la cuajada, se co~ prolijamente el gel en pequeños cubos con instrumentos
• • ,," • _, • ~ •• o," •

cortantes llamados "liras". Se aumenta así la superficie total por donde éste puede perder

agua. ,
••

Sinéresis: es el proceso por el cual el suero abandona el grano de queso, Puede facilitarse
- -, \ ' l'. ;

con uno o varios de lospro~dimientos siguientes:
a) mediante la agitación con la propia lira u otra más fina, más lentamente al principio y

luego con mayor rapidez, manteniendo los-granos flotando;0_.. .. ~ \ . '

b) realizando el mismo proceso de agitación anterior, pero calentando el conjunto. Esta
, .. .~ - ,

operación se denomina generalmente cocción o trabajo en tina a temperatura; y, . . .
Lavado: es el reemplazo de parte del suero con agua a la misma temperatura o mayor,

promoviendo la eliminación de parte de la lactosa y evitando una excesiva a~idificación.

12

-~------------------------- . ~
-~----------- --~---------- -----------------



características finales del queso, la evolución de las proteínas y los agentes responsables de

su degradación son los que presentan mayor importancia, tanto durante las primeras etapas

de la elaboración como en el proceso de maduración. En la actualidad, hay evidencias de

que ésta comienza en estadíos tan iniciales como es el del trabajo en tína y continúa

constantemente hasta la etapa que cubre el período de maduración para alcanzar las

características de textura y flavor del producto final .

1.4. PROTEOLISIS

1.4.1. ASPECTOS GENERALES
El fenómeno de la proteolisis ha sido estudiado en profundidad por numerosos grupos de

investigadores y se han realizado muchos trabajos de revisión (Grappin et al., 1985; Fox,

1989, Fox y Law, 1991, Fox et al., 1995; Gomez et al., 1997; Fox y Mc Sweeney, 1996 y

Mc Sweeney, 2004 entre otros). Sin embargo, dada la complejidad de la matriz caseínica y

la cantidad de compuestos involucrados en la misma, así como la combínación de factores

que alteran el metabolismo, existen numerosas líneas de trabajo que tienden a despejar

algunos interrogantes aún presentes .

La proteo lisis no puede ser descripta sólo de una manera. Hay una gran variedad de

enzimas responsables de la misma y muchas actividades enzimáticas están involucradas. El

estudio del tipo y extensión de la proteolisis es un aspecto interesante para definir el tipo de

queso y el grado de maduración alcanzado. La siguiente figura intenta mostrar la

multiplicidad de actores y factores que intervienen en el proceso de transformación de la

materia prima en producto .

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

leche

Apariencia
composición
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La proteolisis cumple un rol fundamental en: i) los cambios de textura en la cuajada

debidos al rompimiento de la red proteica, a la disminución de la awdebido a la unión con

agua de los grupos carboxilo y amino liberados y al incremento del pR, ii) la contribución

directa al flavor y tal vez también a los off-flavors del queso (como el amargor) a través de

la formación de péptidos y aminoácidos libres, iii) la liberación de sustratos para producir

cambios catabólicos secundarios como por ej. deaminación, decarboxilación,

transaminación, etc.) y iv) cambios en la matriz del queso que facilitan la liberación de

compuestos sápidos durante la masticación (Mc Sweeney y Sousa, 1998; Mc Sweeney,

2004; Steele y Broadbent, 2005) .

Durante la maduración, la proteolisis está catalizada por diversas enzimas provenientes de

distintas fuentes: i) del coagulante, ii) de la leche iii) de los fermentos, iv) de las bacterias

no starter, v) starters secundarios y vi) proteasas exógenas y/o peptidasas que pudieran

adicionarse para impulsar o acelerar la maduración. Estas actúan en sucesión durante el

proceso de elaboración y maduración de modo tal que los productos de algunas actividades

enzimáticas sean los sustratos de otras, siendo el producto final una consecuencia de la

cadena completa de reacciones (IDF-FIL 337/99) .

Los cuatro agentes proteolíticos mencionados en primer lugar, son los responsables de los

principales procesos metabólicos ocurridos durante el proceso de elaboración y maduración

de los quesos. Se considera necesario ampliar la información relacionada con la actividad

de los mismos .

En la mayoría de las variedades de quesos, la hidrólisis inicial de las caseínas conocida

como proteolisis primaria, está causada por la acción del coagulante y en menor medida

por la plasmina y proteasas de las células somáticas, como la catepsina D, que dan como

resultado de su acción la formación de péptidos grandes e intermedios, insolubles y

solubles en agua, respectivamente. Éstos son luego degradados por el coagulante residual,

la plasmina y las enzimas del starter o bacte~ ácido lácticas, BAL. La producción de

péptidos pequeños y aminoácidos libres es producto de la acción de las peptidasas

microbianas, encontradas en el interior celular (Muset et al., 1989; Monnet et al., 2000). El

proceso descrito, conocido como proteolisis secundaria, lleva a la formación de

componentes que participan en la formación del aroma del queso, pero poco a la intensidad

16
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del mismo. Los componentes aromáticos, se forman durante la degradación de los

aminoácidos en una gran variedad de componentes volátiles (Thierry et al, 2002) .

Fox y Wallace (1997) sugirieron que el flavor y la concentración de aminoácidos no podían

ser correlacionados ya que distintos quesos (por ej. Gouda, Edam, entre otros) tienen

flavour muy distintos y sin embargo, la concentración y proporciones relativas de

aminoácidos libres son generalmente similares. Esto sugiere que la producción de

aminoácidos no es el paso limitante en la maduración de quesos sino que el factor crítico

sería la modificación química o enzimática de estos aminoácidos (Fox y McSweeney,

1996; Steele y Broadbent, 2004) .

1.4.2. Acción del COAGULANTE

Muchas enzimas provocan la coagulación de la leche. Son proteasas ácidas cuyo efecto

coagulante deriva de la capacidad de las mismas de hidrolizar el enlace fenílalanína -

metionína (enlace 105-106) de la K-caseína. La hidrólisis de este enlace le quíta a la K-

caseína su efecto de coloide protector de la micela caseínica provocando la formación de

para-K-caseína y la fracción terminal de 106-199 conocido como el caseínoglicopéptido

(CMP) de aproximadamente 7000 Da y que contiene cerca del 30% de hidratos de carbono

de la caseína. La mayor parte CMP es liberado al suero, sin embargo la para K-caseína

permanece asociada a la mÍcela caseíníca y es incorporado al queso. Las Us]-, Us2. y ~-

caseínas no son hidrolizadas durante la coagulación, pero pueden ser modificadas durante

las siguientes etapas de elaboración y maduración .

Tradicionalmente, la enzima coagulante utilizada ha sido la quimosina proveníente del

cuarto estómago de temeros. Otras también utilizadas son la pepsina bovina y porcina,

enzimas microbianas y la quimosina obtenída por ingeníería genética. La acción de estas

enzimas depende del pH (debe ser cercano a 6), de su temperatura óptima (35 oC) y del

contenído en sales minerales, especialmente calcio .

Como se mencionara anteriormente la hidrólisis inícial de las caseínas está causada por la

acción del coagulante y en menor medida por la plasmina y proteasas de las células

somáticas. Su papel aparece como importante, no sólo por su acción en la masa del queso,

sino como precursor e iniciador del proceso de degradación proteica que es la base de la

maduración .

17
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Durante el proceso de elaboración del queso, solamente entre el 3-5 % del coagulante

agregado a la leche es retenido en la cuajada. Este porcentaje es independiente del pH de

coagulación, si se trata de enzimas provenientes de Mucor miehei y Mucor pusillus,

contrariamente a lo que ocurre con la quimosina y la pepsina bovina para las cuales, el

porcentaje de enzima retenida es mayor a menor valores de pH para la cuajada. En el caso

particular de los quesos de pasta prensada cocida, la estabilidad de las enzimas coagulantes

dependerá del pH y temperatura de cocción. Mietton et al. (1994) mencionan que el tiempo

necesario para reducir 10 veces la actividad coagulante de un cuajo bovino es de 33

minutos a 51°C cuando el pH es de 6.5, mientras que la pepsina bovina requiere sólo 14

minutos para alcanzar la misma reducción. En el caso de los quesos tipo Grana,

Ernmenthal, Mozzarella (proceso de hilado), la actividad del coagulante se ve fuertemente

disminuida durante la elaboración. Sin embargo la actividad proteolítica residual en la masa

juega un rol fundamental en la maduración (Salvadori del Prato, 1998). La actividad

durante el período de maduración dependerá también de la dosis de coagulante utilizada. A

mayor concentración utilizada, mayor será la retención del mismo y el efecto sobre la

reología y la sinéresis de la cuajada conduciendo a una degradación más pronunciada .

Otro factor a considerar es la composición del coagulante. En relación a otros coagulantes,

la quimosina es débilmente proteolítica, y de hecho esta característica debe ser considerada

cuando se selecciona un coagulante sustituto. La proteolisis es más intensa y rápida a

medida que la concentración de pepsina bovina es mayor. Se debe observar que en

Argentina se han utilizado durante mucho tiempo coagulantes obtenidos de animales

adultos con un porcentaje de pepsina bovina mayor a 85% como práctica rutinaria (Muset,

1981) .

La proteolisis inicial se observa ya en la etapa de trabajo en tina donde aparece la usl-I

caseína (Muset et al., 1987; Hynes, 1999,2001). Éste sería uno de los eventos responsables

de la texturización de la cuajada. La proteolisis secundaria sería responsable de la

formación de compuestos del sabor del queso, pudiendo producirse algunos péptidos que

presentan sabor amargo y que constituyen luego el sustrato para la degradación proteica

posterior operada por las enzimas de las bacterias lácticas (Salvadori del Prato, 1998). Las

enzimas coagulantes utilizadas en quesería actúan débilmente sobre la ~-caseina debido a
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interacciones hidrofóbicas de la fracción hidrofóbica de la región e-terminal de la ~-

caseína (Mc. Sweeney, 2004) .

De acuerdo a teorías recientes, la acción proteolítica de las enzimas coagulantes y

especialmente de la quimosina en la maduración podría representar un papel más

importante que el de las enzimas provenientes de la lisis de la microflora (Van der Berg,

1995). Numerosos autores han contribuido a estudiar las enzimas coagulantes .

1.4.3. Acción de las BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS (BAL)

En la tecnología casearia, las BAL intervienen a lo largo de los diferentes procesos de

transformación de la leche en queso. Por su actividad acidificante, ellas condicionan la

aptitud de la leche a la coagulación, la calidad del gel y de la cuajada y la composición final

del queso. La producción de ácido láctico es una de sus principales funciones .

Prácticamente, se deben tener en cuenta dos aspectos importantes: la velocidad y el nivel

máximo de producción, ya que existen diferencias importantes entre los géneros, especies y

aún entre cepas de una misma especie bacteriana. Así, la cantidad de ácido láctico

producida por especies del género Lactobacillus es generalmente mayor que aquélla

producida por los fermentos utilizados industrialmente de Lactococcus, Streptococcus y

Leuconostoc .

La fermentación láctica no conduce solamente a la producción de ácido láctico sino que

también se forman compuestos secundarios tales como ácido fórmico, acético, diacetilo,

acetoína, acetaldehído y otros que participan en el desarrollo del aroma y sabor de los

quesos .

Las BAL, generalmente son utilizadas industrialmente bajo la forma de fermentos

complejos formados por mezclas de cepas. Si bien éstas son débilmente proteolíticas, dan

origen a cantidades apreciables de nitrógeno soluble debido a que poseen un sistema

proteinaza/peptidásico potente. Se ha demostrado que existe un sistema de proteo lisis

complejo y que éste es el responsable de su actividad asociada a dos categorías diferentes

de enzimas: 1) proteinasas, que pueden hidrolizar proteinas nativas, y 2) peptidasas, que

pueden romper uniones peptídicas de los peptidos producidos por la acción de las

proteinasas para dar como resultado péptidos pequeños y aminoácidos libres que, sólos o

previo catabolismo y/o combinación con otros compuestos, son la base del sabor y el
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aroma. Estas enzimas pueden estar localizadas asociadas a la pared y al interior celular y se

liberan al medio en el momento de la lisis (Femández-Espla et al. 2000 entre otros) .

Las BAL tienen requerimientos nutricionales exigentes. Además de requerir fuentes de

aminoácidos, vitaminas y nucleótidos, necesitan también un suministro exógeno de

carbohidratos. La concentración de aminoácidos libres y péptidos en leche es de alrededor

de 0.1 mg/ml, lo que equivale a 5-20 % de la cantidad requerida para su máximo

crecimiento en un medio sintético. La concentración de aminoácidos esenciales

generalmente está por debajo del mínimo requerido para la síntesis proteica por las células

de las BAL.

Como durante la fase de crecimiento exponencial, los requerimientos de distintas formas de

nítrógeno disponíble son muy elevados, es indispensable la existencia de un sistema

enzimático extracelular. Se sugirió que los estreptococos del grupo N son capaces de

segregar una proteinasa libre específica que puede distinguirse de las que se encuentran

asociadas a la pared celular de acuerdo a los distintos requerimientos de calcio (Monnet et

al, 1987; Femández-Espla et al., 2000; Courtin et al., 2002) .

El sistema enzimático proteolítico asociado a la pared celular cataliza la hidrólisis de las

proteínas de la leche para dar péptidos conteníendo de 7 a 16 residuos de aminoácidos .

Estos péptidos deben ser degradados posteriormente por las endo y exopeptidasas ubicadas

preferentemente en el interior o exterior de la membrana celular a unídades de aminoácidos

y péptidos transportables de 4 a 6 residuos. Subsecuentemente, una variedad de peptidasas

(PepO, PepF), aminopeptidasas (pepN, PepA, PepC, PCP), prolina peptidasas (pepX, PepI,

PepR, PepQ, PepP), dipeptidasas (pepD, PepDA) y tripeptidasas (PepT) citoplasmáticas

completan la hidrólisis de péptidos a aminoácidos (Rul et al., 1994; Bauquis, 2004; Mc .

Sweeney,2004) .

En los últimos 15 años se intensificó la investigación sobre la expresión de actividades

peptidásicas y líticas de las bacterias ácido lácticas (BAL) como unas de las principales

enzimas intervinientes en la transformación que ocurre durante la maduración (Heliuck et

al., 2004; Bauquis, 2004; Algaron et al. 2004) .
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Un grupo muy utilizado industrialmente como starter es el de los lactococos mesófilos .

Son horno fermentativos, moderadamente proteolíticos y poseen un rango de actividad entre

pH 5.5 y 6.2 con temperatura óptima alrededor de 30 oC. En este grupo de bacterias lácticas

se ha puesto en evidencia la presencia de cepas Prt + y Prt - en relación a su capacidad de

coagular la leche más o menos velozmente y la habilidad para hidrolizar las asl Y ~-

caseínas, así como la Leucina-p-nitroanilida, pLNA (Beal et al., 1994; Guerrero y Muset,

1996, 1997; Lane y Fox, 1997). El grupo Prt - posee menor actividad acidificante y

proteolítica ya que está desprovista de las enzimas asociadas a la pared celular y, de

acuerdo a lo informado por algunos autores, tienden a producir menores defectos de

amargor (Castañeda et al. 1990, 1991; Mietton et al. 1994). Reviste un amplio interés

utilizar fermentos compuestos por cepas mixtas, donde haya por lo menos 35% de cepas Prt

+. Muchas veces, se las acompaña del S. thermophilus como medio de acidificación .

Otro grupo de BAL corrÍentemente utilizado para la fabricación de quesos de pasta

prensada cocida es el conformado por los estreptococos y los lactobacilos termófilos. El

conocimiento relacionado con estas bacterias termófilas, se representa con dos especies

bacterianas: S. thermophilus y el Lb. delbrueekii ssp. bulgarieus. La evolución de la

población de estos microorganismos es generalmente bifásica: al comienzo se privilegia el

crecimiento del S. thermophilus estimulado por la actividad proteolítica del Lactobacilo y

luego el crecimiento del Lb. bulgarieus que será mucho más resistente a pH ácido. De

acuerdo a Rul et al. (1994) y Roissart y Luquet (1994) los estreptococos termófilos son un

género menos proteolítico que los lactococos mesófilos, pero su acción proteo lítica está

fuertemente influenciada por la simbiosis con los lactobacilos .

1.4.4 Acción de las BACTERIAS NO STARTER (NSLAB)

En la cuajada y masa del queso, en el primer estadio de la maduración, la flora microbiana

no láctica puede alcanzar poblaciones de 107_108 ufc/g especialmente en los quesos

producidos con leche cruda. En cambio, si bien su número inicial es bajo en los quesos

elaborados con leche pasteurizada « 50 ufc/g), éste crece rápidamente hasta alcanzar los

niveles de 107 ufc/g en 4 semanas y permanece relativamente constante a partir de ese

momento durante el período de maduración (Folkerstma et al., 1996). Esta población

desempeña un rol fundamental en el proceso de la maduración aportando sus baterías

enzimáticas .
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Así, dependiendo de la velocidad de muerte del fermento, las NSLAB pueden dominar la

microflora viable en los quesos durante su maduración. La actividad de las NSLAB parece

complementar la acción proteolítica de los starters produciendo péptidos de bajo PM y

aminoácidos libres. Son generalmente lactobacilos heterofermentativos facultativos cuyos

ejemplos más representativos son el Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. plantarum y Lb.

curvatum. Éstos son uno de los pocos factores no controlados de la elaboración de quesos y

puede ser el origen de varios defectos aunque también pueden presentar efectos benéficos

como la intensificación del sabor y aroma y la reducción de los tiempos de maduración

(Buchin et al., 2004; Ortigosa et al., 2004) .

1.4.5. Acción de las ENZIMAS NATIVAS DE LA LECHE: laplasmina

La leche contiene más de 30 enzimas diferentes. Muchas de ellas no son importantes desde

el punto de vista de la maduración, pero algunas de las enzimas lipolíticas y proteolíticas

pueden contribuir a la misma de acuerdo al tratamiento térmico que sufriera la leche

materia prima. En quesos elaborados con leche cruda, las lipasas y proteinasas provenientes

de la microflora de la leche juegan un papel decisivo. En el caso de los quesos elaborados

con leche pasteurizada, se genera una inactivación parcial de las mismas, pero aún

pequeñas concentraciones durante un largo plazo, pueden influir en el proceso de la

maduración .

Una de las enzimas de la leche responsables de la proteolisis primaria de los quesos es la

proteinasa nativa de leche denominada plasmina (PLM) (EC 3.4.21.7). Su sistema

proteolítico es muy complejo y, en la leche, se encuentra junto a su zimógeno inactivo, el

plasminógeno (PLG), que es transformado parcialmente en plasmina en la glándula

mamaria durante el almacenamiento por acción enzimática del activador tisular del PLG (t-

PA), Yel activador del tipo de la uroquinasa (u-PA) .

La plasmina es una proteinasa a serina tipo tripsina de 80.000 kDa. Es de origen sanguíneo

y su función fisiológica es la solubilización de los coágulos de fibrina. Su actividad puede

desarrollarse a pHs alcalinos entre 5 y 9, con el óptimo a alrededor de 7.5 a 35 oC. Es

altamente específica hacia uniones peptídicas que involucran a la lisina y en menor medida

a la arginina formando parte del grupo carboxilo. En leche, su actividad se manifiesta

preferentemente hacia las ~ y la us2_caseínas.

22



•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

Mientras el PLG y la PLM están íntimamente asociadas con las micelas de la caseína,

como la mayoría de las moléculas de sus activadores t-PA y u-PA, ( Lu y Nielsen, 1993;

Bastian y Brown, 1996; Fantuz et al., 1998), los inhibidores de la plasmina así como los

inhibidores del activador del plasminógeno (PAIl) se encuentran con mayor frecuencia en

el suero de quesería (Bastian y Brown, 1996; Precetti et al., 1997) .

En el proceso de elaboración de los quesos, entre el 60 y el 90% de la plasmina que se

encuentra presente en la leche, es retenida en la cuajada, (Dupont et al., 1998a; Collín et

al.,1988 y Lawrence et al., 1987) y permanece activa en la masa. Se ha observado que el 70

% de la actividad inicial en queso se ha encontrado en muestras de 42 días de maduración

(Richardson, 1981). Sín embargo, como en leche el 80% se encuentra presente como su

precursor inactivo, su actividad depende del grado de activación del PLG (Farkye y Fox,

1990). La actividad detectada en el queso, resultó ser, de acuerdo a algunos autores, de 20 a

30 veces superior a la detectada en leche (Ollikaínnen y Nyberg, 1988). También se ha

informado (Rayes y Nielsen, 2000; Fajardo-Lira et al., 1998) que aún si la PLM se

encuentra inicialmente asociada con la fracción caseínica de la leche, puede ser transferida

a la fracción sérica a causa del crecimiento microbiano y la producción de acidez .

Bajo condiciones favorables, la plasmina hidroliza específicamente las uniones Lys-X y en

menor medida las Arg-X de las caseínas mayoritarias de la leche bovína aún cuando las que

presentan una mayor susceptibilidad sean las US2 Y la 13-caseínas. Fundamentalmente

hidroliza la 13-CNpara dar los productos mayoritarios y1-CN [13-CN(f29-209)] , y2-CN [13-

CN (f106-209)] , y3-CN [l3-CN (fl08-209)] y en menor medida las y4-CN [13-CN (f114-

209)] y la y5-CN [13-CN(f 184-209)]. Los péptidos complementarios conocidos como los

componentes de la fracción proteosa-peptona también son producidos. Éstos son PP5-[13-

CN (f1-105/107)], PP8f-[13-CN (f1-28)], PP8s-[13-CN (f28-105)], PP8s'- [13-CN (f28-

107)] y PPT - [13-CN(f29-l13)] (McSweeney, 2004). Estas y-CN son altamente hidrófobas

como así también los productos de hidrólisis de la U'2-CN .

La contribución de la PLM a la proteolisis durante el proceso de la maduración ha sido

revisada por numerosos autores, Visser et al. (1979), Grappin et al.(1985) y Trujillo et al.

(1993), entre otros. Senocq et al. (2002) siguieron la hidrólisis de la 13-CN durante la

maduración del queso Comté. Scherze et al. (1994) informaron haber encontrado mayor
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proteolisis en queso Gouda elaborado con 2.5 veces más PLM. La calidad organoléptica de

los quesos enriquecidos en PLM obtuvieron una calificación superior con respecto al

control y la maduración fue considerada acelerada concluyendo que un nivel de 3 a 4 veces

superior a la presente inicialmente en la leche, resultaria la concentración óptima .

Recientemente, Somers et al. (2002) informaron un efecto adverso en la funcionalidad del

queso mozzarel1a en elaboraciones con la adición de plasmina. Esto condujo a mayor

actividad (dos y tres veces) de PLM en el queso y una mayor proteolisis de la beta-caseína

asociada durante la maduración. En un trabajo similar, elaborando quesos con leches

enriquecidas en PLM, Farkye y Fox, (1992) no detectaron amargor en ninguno de los

quesos correspondientes a dicho estudio .

La enzima y su zimógeno son termoestables, resisten la temperatura y tiempo de

pasteurización de la leche y se encuentran potencialmente activos en distintas variedades de

quesos. Su actividad parece estar directamente influenciada por el tratamiento térmico de la

leche de partida (Benfeldt et al., 1997). Como fue observado por Noomen (1975)

Richardson y Pierce (1981) (1983) Y Ollikainen y Nyberg (1988), entre otros autores, la

actividad de la PLM en leche es más alta después de la pasteurización. Estos autores

observaron que la pasteurización a 75 oC durante 15 segundos, incrementaba

significativamente la actividad proteolítica de la plasmina, mientras la pasteurización de

baja (63 oC, 30 minutos), conducía a un incremento menor.

Somers y Kel1y (1992) informan que Kaminogawa et al (1972) mostraron que la

inactivación total de la enzima se alcanzaba con un calentamiento a 80 oC durante 10

minutos. Adicionalmente fue observado que la temperatura de inactivación resultó superior

a 67.5 oC cuando ésta se encuentra en la leche o en una solución de caseína (Metwalli et al.,

1998; Lu y Nielsen, 1993; Lawrence et al., 1987; Grufferty y Fox, 1988, Somers y Kel1y,

2002). Richardson (1983) explicó este efecto por la posible inactivación del inhibidor del

activador del plasminógeno después de la pasteurización. Según Verdi y Barbano (1991)

las condiciones antes mencionadas, podrían inactivar el activador que proviene de las

células somáticas y cuya concentración se incrementa en los procesos de infección

mastítica .

En lo que se refiere a su dependencia con el pH, Farkye y Fox (1990) observaron que entre

pH 4.8 y 6.6 la PLM permanece asociada a las micelas de caseína y su actividad no se ve
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disminuida. Sin embargo cuando el pH desciende a 4.6 la mayor parte de su actividad se ve

disociada de las micelas. Crudden y Kelly (2003) observaron que la plasmina puede

liberarse a pH mayores de 5.0, mientras el plasminógeno puede hacerlo gradualmente en un

rango de pH de 6.6-4.6. Por lo antes mencionado, pareciera que las diferencias en la

actividad de PLM dependerían principalmente del cambio de pH durante la maduración

más que del desuerado. Su actividad también se ve estimulada por bajas concentraciones de

NaCI en la fase acuosa del queso, pero se ve reducida por concentraciones de 2.5 M

(Gufferty y Fox, 1988) .

Algunos autores han observado diferencias de actividad en leches de distintas especies

(Fantuz, F. et al., 2003), procedencia (Bugaud et al., 2001) y período de lactancia y edad de

la vaca (Politis et al., 1989) y en distintas variedades o tipos de quesos. Richardson y

Pearce (1981) observaron que el queso tipo suizo contenía el doble de actividad de PLM

que el Cheddar. Farkye y Fox (1990), y Femández et al. (2005) también demostraron una

variación signíficativa en la actividad de la PLM entre distintas variedades de quesos .

Dupont et al. (1998a) encontraron valores de concentración mayores en el Ernmenthal,

Blaney, Romano, Comté y Beaufort, y menores en el Brie, Cantal y Gouda y aún menores

en el Cheddar, Chesire y quesos tipo Boursin. Más recientemente, algunos autores

sugirieron que la actividad de PLM en la cuajada y la masa se incrementaban cuando se

aumenta la temperatura de cocción de los quesos sugiriendo que existe una estimulación de

la activación del PLG (Somers et al., 2002). Por el contrario, Lau et al. (1991), encontraron

que la proteolisis era menor en quesos Cheddar elaborados con leche calentada a 63 oC

durante 30 minutos que en los quesos tradicionales y Benfeldt et al.(1997) también

informaron un descenso de la actividad de la PLM en el queso Danbo a medida que la

temperatura y tiempo de mantenímiento fueron incrementadas .

Gufferty y Fox (1988) sugieren que las diferencias pueden deberse a las distintas

velocidades de activación del PLG en los quesos Cheddar y tipo suizo relacionados con las

condiciones de elaboración y maduración. También Hayes et al. (2000) observaron que las

proteasas bacterianas y las condiciones de manufactura pueden influenciar la disrupción de

las micelas de caseína y causar la liberación de distintas concentraciones de PLM en el

suero. Este efecto fue anteriormente mencionado por Muset y Dupont (2000). Los autores

observaron que la retención del par PLM-PLG aumentaba cuando la temperatura de

cocción se incrementaba de 32 a 45 oC para un mismo tipo de queso, pero disminuía
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drásticamente cuando la temperatura de cocción se elevaba a 50 oC asociados con el

cambio de fermentos mesó filos a termófilos. Ésto indica que las proteasas bacterianas y las

condiciones de elaboración, son factores que influyen en el nivel de PLM asociado a la

fracción caseínica .

Se han expuesto distintas teorias para explicar los mecanismos que intervienen en la

retención del par enzimático y la diferencia de actividad de PLM en la cuajada y su

relación con el tratamiento térmico al cual fue sometida. El incremento de actividad de

PLM en quesos de tipo suizo, podría explicarse debido a que el inhibidor de la PLM y el

inhibidor del Activador de la Plasmina son inactivados a temperaturas de elaboración

mayores y probablemente transferidos al suero. Por otro lado, la inactivación térmica del

sistema activador del PLG Y las interacciones inducidas térmicamente entre los

componentes de los sistemas activadores de la PLM (PA), Y la I3-Lg (beta- lactoglobulina)

con la consecuente formación de complejos tiol-disulfuro, resultan en una actividad de

PLM reducida en el queso durante el período de maduración (Bastian et al, 1993; Politis et

al, 1993) .

El estado del arte nos permite obtener información sobre la actividad de la plasmina y la

derivada del plasminógeno en distintos modelos experimentales. Se dispone, sin embargo,

de escasa bibliografia sobre la concentración del par PLMlPLG, así como de los factores

que intervienen en la retención y modificación de su estructura. Esto último, conjuntamente

con la complejidad del sistema proteolítico relacionado con la enzima nativa contribuye a

que no esté aún esclarecido la contribución del mismo en la transformación de la leche en

queso y los factores que intervienen en su variación durante el proceso de la maduración .
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2. OBJETIVOS
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Teniendo en cuenta la información antes expuesta, y el interés por ampliar el conocimiento

relacionado con el comportamiento del par Plasmina/Plasminógeno durante la elaboración

y su contribución a la maduración de los quesos elaborados de acuerdo a protocolos

industriales, se propusieron los siguientes objetivos para el presente trabajo:

1.- Estudiar el efecto de la temperatura de cocción de la cuajada en la retención del par

PLMlPLG, en términos de su concentración así como de la actividad de la enzima y la

derivada de su precursor, y su impacto en la proteolisis durante la maduración de los

quesos. Para ello, se elaboraron y evaluaron quesos con dístíntas temperaturas de trabajo en

tina, empleando condiciones símilares para los quesos tratados entre 32 a 45 oC, y de 50 y

55 oC respectivamente: Ensayo 1.

2.- Estudiar el efecto del tiempo de mantenimiento de la temperatura de cocción de la

cuajada, en la retención del par PLMlPLG, así como la actividad de la plasmina y derivada

de su precursor, el plasminógeno, en la proteolisis primaria durante la maduración de los

quesos. Para ello, se elaboraron y evaluaron quesos a 42 y 54 oC respectivamente,

manteniendo tiempos de cocción de 20 y 40 minutos para cada temperatura: Ensayo 2.

3.- Estudiar el efecto de la tecnología de elaboración de distintas variedades de quesos en la

retención del par PLMlPLG y en la actividad de la plasmina y la derivada de su precursor,

el plasminógeno, en la proteolisis primaria durante la maduración de los quesos. Para ello,

se elaboraron y evaluaron quesos de cuatro variedades tales como: queso blanco untable,

tipo Camembert, tipo Saint paulín y tipo Comté: Ensayo 3.

4.- Evaluar la contribución del par PLMlPLG y de la quimosina presente en el coagulante a

la proteo lisis en las distintas etapas de la elaboración y maduración. Con este propósito, se

estudiaron muestras de leche, cuajada durante el lirado, cuajada posterior al tratamiento

térmico durante el desuerado, queso joven y madurado de las cuatro variedades estudiadas

en el Ensayo 3: Ensayo 4.

5.- Evaluar la posibílidad de caracterizar las distintas variedades de quesos y de los

tratamientos que sufrieron en tina a través de los parámetros elegidos para el seguimiento

de su composicíón y proteo lisis. Para ello, se realizó el estudio estadístico de Análisis de

Componentes Principales (ACP) para la totalidad de los quesos jóvenes y madurados .
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3. MATERIALES Y MÉTODOS
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3.1. Elaboración de los quesos:

Los quesos de cada ensayo, fueron elaborados durante días sucesivos en la planta piloto

semi automatizada de la Estación Experimental del !NRA, Institut National de la Recherche

Agronomique, Poligny, Francia. La planta piloto consta de 4 (cuatro) mini-tinas de 12 L

cada una. El plan de experimentación fue concebido de forma tal de elaborar replicados de

elaboraciones de igual temperatura de cocción, tiempos de mantenimiento y tecnología

cada día .

La leche cruda materia prima fue remitida por un tambo cercano a la planta piloto donde

fueron elaborados los quesos. Ésta fue estandarizada antes de la manufactura de los mismos

con una relación final grasa a proteína igual a uno (1) y pasteurizada a 72 oC durante 15

segundos .

Figura 2
Imagen de la planta piloto
semiautomatizada de la estación
experimental en Poligny, Francia .
Distribución del equipamiento .
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Figura 5
Detalle de una de las cuatro tinas
queseras de 12 litros de capacidad .
Sensores de conductividad y pH dentro
de la tina.
Proceso de adición del coagulante .

Figura 4
Imagen de la planta piloto
semiautomatizada de la estación
experimental en Poligny, Francia .
Llenado de la tina quesera .

Figura 3
Imagen de la desnatadora Elecrem .
Proceso de estandarización de la leche .

•
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Figura 6
Detalle de las liras y de la textura y
tamaño del grano.
Proceso de lirado de la cuajada .

Los quesos elaborados en las mismas condiciones y con la misma materia prima,

presentaron las mismas caracteristicas por lo que fueron asumidos como duplicados. Los

procedimientos utilizados para la elaboración fueron elegidos de acuerdo a los protocolos

utilizados en la industria láctea. Se elaboraron quesos prensados de: a) pasta semidura,

mediana humedad y masa cocida (50, 54 Y 55 oC) del tipo Comté, b) pasta semidura,

mediana humedad y masa semi-cocidos (40, y 45 oC) del tipo MiniFynbo, Tilsit y Danbo,

c) pasta semidura, mediana humedad y masa semi-cocidos (42 OC)del tipo Pategras y

Gouda, d) pasta blanda, alta humedad y masa no cocida (32 y 36 OC)del tipo Saint Paulin y

Por Salut, e) queso tipo blanco untable y f) queso con maduración en superficie tipo

Camembert.

Los quesos de pasta no cocida, semi-cocida y cocida prensada elaborados presentaron un

peso de alrededor de I kg cada uno y luego de un periodo de prensa a lo largo de la noche y

de salado en salmuera, fueron cubiertos con parafina colorada mientras que los quesos tipo

Camembert pesaron alrededor de 250g c/u. En todos los casos, los quesos fueron

madurados en cámaras de temperatura y humedad controladas (higrometria de 95%).
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Figura 7
Prensas hidráulicas con presión controlada
automáticamente, dentro de la cámara de
temperatura y humedad controladas .
Proceso de prensado de los quesos .

Figura 8
Inmersión de los quesos en salmuera después
de la etapa de prensado. Puede observarse la
identificación utilizando marcación de
caseína.
Proceso de salado de los quesos .

Figura 9
. Encerado de los quesos, después de la

inmersión en solución de salmuera, de acuerdo
al protocolo experimental.
Proceso de terminación de superficie .

Figura 10
Quesos encerados en cámaras de temperatura

. y humedad controladas .
Proceso de maduración de los quesos .



3.1.1. Quesos de pasta prensada, prensada semi-cocida y prensada cocida: Ensayo 1.

Durante la primer etapa del estudio (Ensayo 1), se estudió el efecto de la temperatura de

trabajo en tina en la retención y actividad del par PLMlPLG en queso y suero y se evaluó

su contribución a la proteolisis ocurrida durante la maduración. Se elaboraron 12 quesos a

partir de leche estandarizada y pasteurizada manteniendo temperaturas de trabajo en tina de

de 32 y 36 oC, (no cocidos tipo Saint Paulin), temperaturas de cocción de 40 y 45 oC,

(semicocidos tipo MiniFynbo) y 50 Y 55 oC, (cocidos tipo Comté). Los protocolos y el

seguimiento de algunos parámetros de elaboración se presentan en el Anexo 1, Fichas

técnicas 1 a) y b), 2 a) y b) Y 3 a) y b) respectivamente, y las condiciones generales se

resumen en la TABLA I.

TABLA 1

(Ensayo 1)

TABLA 1: Condiciones de elaboración de quesos

Temperatu Elaboración
ra de Maduración
cocción en
tina

oC Starter Coagulante pH Salado Temperatur días
tipo Unidades mg desuerado hs a

oC

ENSAYO
1

32 I 0.24 1.92 6.75 2.00 12 45

36 I 0.24 1.92 6.70 2.00 12 45

40 1 0.40 2.08 6.64 2.00 12 45
45 1 0.40 2.08 6.59 2.00 12 45

50 2a+2b 0.125/0.062 1.68 6.60 2.50 12, 15,21 Y 75
4

55 2a+2b 0.125/0.062 1.68 6.54 2.50 12,15,21 Y 75
4

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

donde 1. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus

2a. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

2b. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
Lactobacillus helveticus
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2a. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus

2b. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
Lactobacillus helveticus

donde: l. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp .
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus

45
45

12
12

12,15,21 y4 75

12,15,21 y4 75

2.5

2.5

Maduración

2.0
2.0

Salado Temperatura d'
hs oC las

6.52

6.53

6.57
6.56

1.76

1.76

2.00
2.00

Coagulante pH
mg desuerado

Elaboración

0.35
0.35

l
1

2a+ 2b 0.125/0.062

2a+ 2b 0.125/0.062

oC
tipo Unidades

Starter

54/40

54/20

42/40
42/20

Temp oC/ tiempo min

ENSAYO 2
Temp OC/tiempo min

TABLA 11

(Ensayo 2)

TABLA 11: Condiciones de elaboración de quesos

Temperatura
de cocción en

tina

3.1.2. Quesos de pasta prensada semi-cocida y prensada cocida: Ensayo 2.

La segunda etapa, Ensayo 2, consistió en la evaluación del efecto del tiempo de

mantenimiento del proceso de cocción en la retención y actividad del par PLM/PLG y su

contribución a la proteolisis durante el proceso de maduración de los quesos. Se elaboraron

8 (ocho) quesos a temperaturas seleccionadas de 42 y 54 oC por ser éstas representativas de

quesos tipo pategras y Gouda y pasta cocida prensada tipo Comté respectivamente, con

tiempos de mantenimiento de 20 y 40 minutos para cada una de estas temperaturas. Los

protocolos y seguimiento de los parámetros de elaboración pueden verse en el Anexo 1,

Fichas 4a) y 4b) Y 3a) y 5 respectivamente, y las condiciones generales se resumen en la

TABLA II.
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3.1.3. Quesos crema untable, de pasta "mole" prensada, de pasta prensada y pasta

prensada cocida: Ensayo 3.

La tercera etapa del estudio, Ensayo 3, se orientó a la evaluación del efecto de la

tecnología de elaboración en la retención y actividad del par PLM/PLG y su contribución a

la proteo lisis ocurrida durante el período de maduración de los quesos. Se elaboraron 8

quesos de 4 variedades distintas, siendo éstas: queso blanco untable, queso con maduración

en superficie tipo Camembert, queso semi duro de pasta prensada tipo Saint Paulin o Por

Salut y queso de pasta prensada cocida tipo Comté. Los protocolos de elaboración pueden

verse en el Anexo 1, Fichas 6, 7, la y 3a respectivamente. El seguimiento de la misma

para las cuatro variedades puede verse en el Anexo 1, Ficha 8. Las condiciones de

maduración, así como los fermentos y coagulantes utilizados se resumen en la TABLA 111.
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3a. Klyveromices lactis
3b. Penicillum camemberti

2a + 2b 0.125/0.062 1.76 6.55 2.5 12,15,21 Y 75
4

Donde: 1. Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus

2a. Streptococcus salivarius subsp. thermpohilus
2b. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

Lactobacillus helveticus

45

6

12

días

12

4

12

Maduración

Temperatur
a
oC

Salado
hs

pH
desuerado

Elaboración

Coagulante
mg

0.48 1.44 O

0.22/0.03/ 2.32 6.35 1.0
0.06

0.24 1.92 6.70 2.0

Starter

Tipo Unidades

TABLAIII

(Ensayo 3)

TABLA 111:Condiciones de elaboración de quesos

Comté

Variedad

Saint paulin I

ENSAYO 3

Queso untable I

Camembert I + 3a + 3b
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3.1.4. Muestreo en distintas etapas de elaboración y maduración: Ensayo 4.

La cuarta etapa del estudio, Ensayo 4, se realizó con el fm de evaluar la contribución del

par PLM/PLG a la proteolisis en las distintas etapas de la elaboración y maduración .

También fue evaluada la contribución de la quimosina y pepsina presentes en el

coagulante. Con este propósito, se tomaron muestras de leche, cuajada durante el lirado,

cuajada posterior al tratamiento térmico durante el desuerado y suero a lo largo de la

elaboración y de queso joven y madurado de las cuatro variedades estudiadas en el Ensayo

3.

3.2. Análisis de los quesos

El muestreo de los quesos recién elaborados se realizó después de su inmersión en la

salmuera, antes del encerado, alrededor de 20 hs después de la elaboración (denominados

"jóvenes") y al final del período de maduración (denominados "madurados") que

correspondió a 45 y 75 días para los quesos de pasta prensada y pasta prensada cocida

respectivamente. Las determinaciones de pH y extracto seco fueron realizadas

inmediatamente después del muestreo. Para el resto de los parámetros estudiados, las

muestras fueron preparadas (ralladas, homogeneizadas y pesadas) y congeladas a -25 oC

para su análisis posterior .

Los quesos jóvenes recién elaborados fueron analizadas determinando pH, extracto seco,

nitrógeno total (NT) y soluble (NS), concentración de PLM y PLG Y actividad de PLM y

derivada del PLG, mientras que en los quesos madurados se adicionaron a los anteriores las

determinaciones de cloruro de sodio (NaCl) y contenido de materia grasa Todas las

determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado en cada queso .

3.2.1. Estudio de la composición de los quesos

3.2.1.1. Determinación de pH

Para la medición del pH, la muestra de queso fue rallada, cargada en un recipiente de la

forma y dimensiones similares a un dedal plástico donde se introdujo el electrodo de vidrio .

Se utilizó un pHmetro marca ORlON .

3.2.1.2. Determinación de Extracto Seco total (ES)

El extracto seco fue, en todos los casos, el primer ensayo que se realizó y fue determinado

según la Norma IDF 4A: 1982 .
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Se utilizaron cápsulas metálicas descartables, que fueron sometidas a 102 :t 1 oC en estufa

durante la noche con agregado de arena lavada. Las mismas fueron retiradas de la estufa y

equilibradas en desecador por 1 hora. Una vez pesadas las cápsulas con la arena, se

agregaron y pesaron con una precisión de 0.1 mg alrededor de 1.5 g de muestra de queso

previamente rallado y se mezcló con la arena ayudándose con una varilla de vidrio que fue

introducida en la estufa junto con las cápsulas. Una vez transcurrido un tiempo de 20 horas

en la estufa, se colocaron nuevamente en el desecador 1 hora y se pesaron con una

precisión de 0.1 mg. El cálculo se realizó por diferencia y se expresó como % p/p .

3.2.1.3. Determinación de Nitrógeno Total (NT) y Nitrógeno soluble (NS)

La determinación de nitrógeno total y soluble se llevó a cabo de acuerdo al método

semiautomatizado de Kjeldahl que implicó una mineralización, destilación y titulación de

las muestras de queso previamente tratadas (Collomb et al. 1990). Los resultados fueron

expresados en % del extracto seco .

Para el dosaje de NT se pesaron en papel libre de nitrógeno, entre 0.18 y 0.20 g (:t 0.1 mg)

de queso previamente rallado, y se congelaron hasta su análisis [ISO: 8968-2-IDF 20-2:

2001 (E)). Esto se realizó por triplicado. Para el dosaje de NS , se pesaron

aproximadamente lO g (al 0.1 mg) de queso rallado en un erlenmeyer de 200 mi, se

dispersaron con lOO mi de buffer citrato 0.5 M pH 7.00 con la ayuda "de un

homogeneizados Ultra Turrax (IKA, Alemania) durante 3 min y se termizaron en baño de

agua a 40 oC durante 15 min (Gripon et al., 1975). Después de agitación durante 30 min

con agitador magnético a temperatura ambiente y cuando el queso se encontró

completamente disperso, el pH fue ajustado a 4.4 con ácido clorhídrico 4N. Se dejó

descansar la suspensión durante 30 min a temperatura ambiente sin agitación y finalmente

se centrifugó a 1200 g durante 15 min a 4 oC. Se quitó la capa de grasa formada en la

superficie y se tomó una alícuota de 10 mi del sobrenadante previamente filtrado (papel de

81lJllde retención) para determinar el contenido de nitrógeno. La extracción se realizó por

duplicado por muestra y el contenido de nitrógeno se determinó por duplicado en cada

extracto .

3.2.1.4. Determinación de materia grasa

El contenido de materia grasa fue determinado utilizando el método butirométrico de Van

Gulik (ISO 3433: 1975). Se pesaron exactamente entre 2.990 y 3.010 g de queso rallado en
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un dedal especial que fue introducido en el butirómetro. Luego se adicionaron 10 mI de una

solución 50:50 de ácido perclórico 60% y ácido acético glacial, y se colocaron en baño de

agua a 85 oC durante 10 minutos. Después de la disolución completa del queso, se dejaron

durante 30 minutos más en el baño a 85 oC, se homogeneizaron suavemente y centrifugaron

a 1200 g durante 12 minutos, colocándolos posteriormente en un baño a 65 oC durante por

lo menos 15 minutos después de lo cual se tomó la lectura según la escala. El resultado fue

expresado como g/lOO g de queso o g/lOO g de ES .

3.2.1.5. Determinación de cloruro de sodio

El contenido de NaCI fue determinado por medio de un electrodo específico de plata de

acuerdo a la Norma IDF 88A: 1988.-

3.2.2. Determinación de la concentración de plasmina y plasminógeno en las muestras

de queso .

3.2.6.1. Preparación de la muestra

a) queso: después de rallar 20 g de queso, se pesó una porción de 3 g en un recipiente y se

suspendió en 20 mI de buffer citrato trisódico (CTS) 0.4 M pH 8.3, conduciendo a un

volumen final de 22.5 mI. La suspensión fue homogeneizada utilizando un Ultra- Turrax

(IKA, Alemania) sobre un baño de hielo, durante 1 min primero y en Stomacher

(Stomacher 400, Lab-Blender, Londres) durante 5 minutos después. Una alícuota de 10 mI

de las muestras así preparadas fue incubada durante 2 hs a temperatura ambiente con 150

~I de ácido E-amino caproico (EACA) y ultracentrifugada a 100000 g por I h a 4°C

(Sorvall Ultra Pro 80, Du Pont Company, Newtown CT 06470, USA). Se recuperaron 3

tubos Eppendorf del sobrenadante y se congelaron a -20 oC para su análisis posterior .

b) leche y suero: en este caso, sólo se requirieron los pasos de la incubación de las muestras

durante 2 hs con la solución de EACA y de la ultracentrifugación en las mismas

condiciones que con el queso. El sobrenadante fue recuperado y congelado a -20 oC para su

posterior análisis .

3.2.6.2. Dosaje de plasmina (pLM) y el par plasmina-plasminógeno (pLM-PLG) por el

método ELISA sándwich .

El sobrenadante obtenido como se mencionó, se usó para la cuantificación de la

concentración de PLM y PLG por medio de un ensayo ELISA sándwich como fuera
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descripto por Dupont et al. (1998), utilizando anticuerpos monoc1onales específicos

reactivos contra PLG y la combinación PLM + PLG .

1.- Siembra de anticuerpos monoc1onales: sobre las placas ELISA (NUNC Maxisorp), de

acuerdo al esquema previsto, se depositaron 100 ¡.tI del anticuerpo monoc1onal para la

detección de PLG y del anticuerpo monoc1onal para la detección del par PLM+PLG en

tampón carbonato O.1M pH 9.6, respectivamente. Las placas se incubaron 90 min a 37 oC y

posteriormente se lavaron con PBS-Tween. El PBS-T está compuesto por buffer fosfato .

0.05M pH 7.2, NaCl 0.15M conteniendo 0.05 mili de Tween 20 .

2.- Saturación de las placas: las placas fueron saturadas con 100 ¡.tI de una solución 50:50

de PBS-T y gelatina al 1%, e incubadas durante 1 hora a 37 oC, luego fueron lavadas con

PBS-T .

3.- Siembra del antígeno purificado (curva de calibración) y de las muestras preparadas. Se

realizaron las diluciones del estándar de PLG (lmg/ml) en PBS-T de 1:20 hasta 1:100

(dependiendo del tipo de queso), y se sembraron 100 ¡.tI por pocillo con posterior

incubación a 37 oC durante lh 30, seguidas por el lavado con PBS- T.

4.- Siembra del anticuerpo polic1onal Plag22. Éste fue diluido 1:200 y se sembraron 100 ¡.tI

por pocillo, siguiendo las etapas de incubación a 37 oC durante 75, y posterior lavado con

PBS-T .

5.- Siembra del conjugado GAR-PAL (Goat anti Rabbit-Phosphatase aIkaline). Fue diluido

1:3000 en PBS- T y se sembraron 100 ¡.tI por pocillo, siguiendo las etapas de incubación a

37 oC durante 75, y posterior lavado con PBS-T .

6.- Siembra del sustrato paranitrofenil fosfato (PNPP). Se preparó disolviendo 2 pastillas de

5 mg c/u en 10 ml de buffer dietanolamina y se sembró sobre la placa que fue incubada a

37 oC hasta que la Absorbancia a 405 nm obtenida para el pocillo con la concentración de

100 ng/ml de la curva de calibración llegara a un valor de 1.8 (generalmente alrededor de

los 45 minutos) .

La Absorbancia a 405 nm fue medida con un lector de placas ELISA provisto de 96

cabezales lectoras (Anthos Labtec Instruments). La concentración de PLG se determinó

directamente, mientras que la concentración de PLM se obtuvo por sustracción del PLG

DeL par PLG+PLM .
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Esquema del principio del método ELISA sándwich

Sustrato: para nitro fenil fosfato

Conjugado GAR-PAL

Plasminógeno PLG
Plasmina PLM

Anticuerpo monoclonal
Anti PLG o anti PLM + PLG

Anticuerpo policlonal PIag22

3.2.3. Determinación de las actividades de plasmina y de la derivada del plasminógeno

en muestras de queso .

El método utilizado fue una modificación de la técnica publicada por Politis et al. (1989) Y

Bastian et al (1993). Las modificaciones aportadas en nuestro caso, nos permitieron

efectuar el dosaje en placas de microtitulación de 96 pocillos (NUNC Maxisorp) en el

extracto de queso preparado como se explicó anteriormente. La actividad de plasmina

(pLM) derivada del plasminógeno (pLG) fue determinada después de la activación del

plasminógeno por medio del agregado de una solución de urokinasa (E.C.3.4.21.31 Sigma

U 5636) 15 kui/ml e incubación de la mezcla a 37°C durante 15 min utilizando la

metodología propuesta inicialmente por Rollema et al (1983). El producto de reacción fue

registrado espectrofotométricamente a 405 nm desde el tiempo Ohasta las 3 hs de reacción

tomando datos cada 30 mino

Las mediciones se realizaron utilizando como sustrato un péptido S2251: D-valyl-leucil L-

arginina-4-nitroanilida (producto de SERVA, Boehringer) disuelto en buffer Tris-HCl. La

composición final del mismo es de: Tris-HCl 160 mM pH 7.00, KCl, 40 mM; EDTA 100

Mm; EACA(ácido E-amino caproico) 25 mM Yel péptido S2251, 0.6 mM .

El esquema de la técnica utilizada es el siguiente~

1.- Depósito 20 ¡.tI de cada una de las muestras en dos pocillos de la placa .
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2.- Agregado de 5 fll de urokinasa (SANOFI) de 15 kui/ml en el segundo pocillo de cada

una de las muestras .

3.- Incubación de la placa durante 15 minutos a 37 oc. La urokinasa provoca la activación

del PLG en PLM, por lo tanto en los pocillos donde fue agregada esta enzima pudimos

determinar la actividad conjunta del PLG + PLM .

4.- Agregado de 200 fll del buffer Tris-HCl conteniendo KCI, EDTA, EACA y S2251. La

plasmina hidroliza este sustrato sintético lo que permite la liberación de nitroanilina y

conduce a la coloración amarilla .

5.- Lectura de la Absorbancia a 405 nm, por medio de un lector de placas (Anthos Labtec

Instruments). Luego se realizaron iguales lecturas cada 30 minutos durante un periodo de 3

horas. La actividad de la PLM fue obtenida a partir de la pendiente de pocillos donde no

se agregó urokinasa, y la de la PLM conjuntamente con aquélla derivada del PLG fue

obtenida en los que fue agregado el activador .

6.- los resultados se expresaron en Unidades de Actividad, según el cálculo siguiente:

Absorbancia 405 nm (tI) - Absorbancia 405 nm (to)/ (t¡-to) *1000, donde el tiempo está

medido en minutos .

3.2.4. Estudio de la proteólisis

3.2.4.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida-Urea. Urea PAGE de la fracción

nitrogenada insoluble a pH 4.4

Se analizó la fracción insoluble a pH 4.4 utilizando electroforesis vertical en geles

discontinuos de poliacrilamida-urea de acuerdo al protocolo descripto por Andrews (2001)

Y Mc Sweeney et al. (1993). Otros autores (Gaiaschi et al. 2000, 2001, Benfeldt et al .

(1997), Fox y McSweeney, 1996, entre otros), han utilizado la hidrólisis de las proteínas

mayoritarias de la leche y su evolución durante la maduración, como indicadores de la

acción proteolítica de la plasmina, quimosina, pepsina y enzimas proteolíticas de los

fermentos .

3.2.8.1.1. Preparación de la muestra

La muestra de queso se preparó de acuerdo a:

1.- disolución de la muestra de queso en un buffer citrato de sodio 0.5 M pH 7.0 como se

describe para la obtención de Nitrógeno Soluble .

2.- Ajuste del pH a 4.4 con HCI 4N

3.- Centrifugación a 1200g por 15 minutos a 4°C
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4.- recuperación del precipitado

5.- Liofolización de la fracción insoluble a pH 4.4

Las muestras así obtenidas fueron disueltas en una solución de buffer Tris-HCI pH 6.8 (200

¡tI), urea 7M (600 ¡tI), B-mercapto etanol (100 ¡tI), glicerol (400 ¡tI) Yazul de bromofenol al

0.05% (100 ¡tI) pH 7.4, para obtener una concentración de 10 mg/5 mI. Esta dilución

permite la ionización de los grupos ácidos de los aminoácidos de las cadenas laterales y de

otorgar a los mismos una carga neta negativa .

3.2.8.1.2. Corrida electroforética

Las proteínas, se desplazaron a velocidades diferentes en función de su tamaño y carga

manteniendo el voltaje constante a 280 V Y la corriente alrededor de 50 mA. Estas fueron

precipitadas por una solución de ácido Tricloro acético (TCA) 12%, coloreadas con Azul

de Coomasie R 250 en una mezcla etanol: ácido acético: glicerol: agua (200/50/25/725)

durante una noche, fmalmente decoloreadas con la misma mezcla de solventes hasta

obtener un fondo transparente. El perfil de las bandas se evaluó con un densitómetro Biorad

GS 670 y la superficie de cada banda se calculó utilizando el programa Molecular Analyst

de Biorad. Los resultados fueron expresados en porcentaje de cada banda con respecto a

100, tomando el área de los picos como parámetro de comparación. Se evaluaron,

adicionalmente, tres relaciones porcentuales de las bandas más significativas, siendo éstas:

(us1I/CLsl + aslI) * 100 como indicador de la proteolisis de la uslI por acción de la quinlOsina,

y (L y/ ~ + L y) * 100 Y (L y/ ~) * 100 como indicadoras de la proteolisis de la ~-CN por

acción de la plasmina .

Para contar con datos que permitieran realizar un análisis estadístico, se realizaron cuatro

repeticiones de cada muestra de queso. Para ello, se prepararó un plan de siembra en cada

una de las placas para los Ensayos 1, 2, 3 Y 4 respectivamente, de forma de correr

cuadruplicados de cada fracción proteica .

3.2.4.2. Análisis por HPLC en fase reversa de la fase soluble a pH 4.4 .

3.2.4.2.1. Extracción y precipitación .

Los trozos de queso fueron descongelados durante una noche a 5 oC, rallados y después de

la homogeneización, se pesaron alrededor de 5g con una precisión de 0.1 mg en un

erlenmeyer de 200 mi Y se agregaron 100 mi de buffer citrato de sodio 0.5M pH 7.0. Se

agitó con un agitador magnético, durante 15 minutos a temperatura ambiente y se colocó en

baño maría a 40 oC durante otros 15 min y luego nuevamente a temperatura ambiente

durante 30 minutos, de forma de obtener una disolución completa y sin partículas para
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todos los tipos de quesos. Seguidamente, se ajustó el pH a 4.4 por medio de una solución

de HCI 4N y se mantuvo a temperatura ambiente por lo menos durante 30 minutos sin

agitar .

Después de la centrifugación (1500 g, 15 min), el sobrenadante se filtró por papel plisado

Whatrnan 540 y finalmente fueron filtrados por acetato de celulosa 0.45 Ilm. El filtrado fue

conservado a -30 oc en tubos Eppendorf hasta su análisis cromatográfico .

Simultáneamente con las muestras, fueron inyectados blancos de agua pura y solventes, asi

como una muestra testigo obtenida en e1laboratorio (mezcla de péptidos solubles en agua

obtenidos a partir de una muestra de queso) que permite seguir la evolución y performance

de las condiciones cromatográficas y actúa como referencia .

3.2.4.2.2. Corrida cromatográfica

Las condiciones cromatográficas empleadas en todos los casos puede verse en la Tabla IV

Tabla IV: condiciones cromatográjicas para el estudio del Nitrógeno soluble

Cromatógrafo Varian LC5000

Columna Zorbax (DuPont) C18, 150 x 4.6 ¡.till, 300 A

Pre-colunma Zorbax (DuPont) C18, 12.5 x 4.6 Ilm, 300 A

Volumen inyectado 50 111

Temperatura 37°C

Detección 214 nIDoDetector UV 100 (Varian)

Solventes A B

Tri Fluoro Acético, TFA (mi) 1.05 1

Acetonitrilo (mi) - 600

Agua ultrapura >18Mohm (mI) qsp 1000 qsp 1000
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El gradiente utilizado para la elución es el siguiente:

Tiempo A
minutos ("/o)

O 100

5 100

105 O

110 O

111 100

116 100

3.3. Análisis estadístico de los resultados

3.3.1. Análisis de varianza .

Se realizó para los resultados mostrados en los Ensayos 1, 2, 3.

Se utilizó el Análisis de Varianza de un factor (ANOVA) para determinar si existen

diferencias significativas para cada propiedad entre las muestras. Luego se procedió a

calcular, mediante el test de Tukey, la Mínima Diferencia Significativa .

Se utilizó un a de 0.05 en todos los análisis, excepto en los casos en que se especifica otra

condición .

Test de Tukey: para una propiedad dada, los promedios que se presentan con la misma letra

(a, b, c, d) no son significativamente diferentes (a = 0.05) .

(*) MDS: indica la mínima diferencia en valor de intensidad, para que las muestras se

consideren distintas .

3.3.2. Análisis de componentes principales (ACP)

Se utilizó un programa PROC ANOV A SAS. Comparación de las medias según el método

de Newman-Keuls (SAS) con un umbral de 5% .
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
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4.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE COCCIÓN DE LA CUAJADA EN LA

RETENCIÓN DEL PAR PLM-PLG Y EN LA ACTIVIDAD DE LA PLASMINA y

LA DERIVADA DE SU PRECURSOR, EL PLASMINÓGENO EN LA

PROTEOLISIS PRIMARIA DURANTE LA MADURACIÓN DE LOS QUESOS

(ENSAYO 1).

4.1.1. COMPOSICIÓN MAYORITARIA DE LOS OUESOS

Los quesos de cada tipo elaborados el mismo dia fueron considerados duplicados ya que la

materia prima fue regular a lo largo de todas las experiencias. La composición de los

quesos jóvenes salidos de salmuera previo encerado y de los madurados se resumen en la

Tabla V.

TABLA V: Composición fisico-química de los quesos elaborados utilizando distintas
temperaturas de trabajo en tina y dos tipos de tecnología. Quesos jóvenes y madurados .

quesos jóvenes (20 hs)

Temperatur Extracto seco
a pH % NTIES
oC %p/p %p/p

X DE X DE X DE
GRUPO 1

32 5.18a 0.00 51.34a 0.16 6.66a 0.18
36 5.30b 0.03 53.50b 1.07 6.78a 0.47
40 5.370 0.01 56.920 0.65 6.81a 0.41
45 5.46d 0.01 59.96d 0.20 6.85a 0.22

GRUPO 2
50 5.32b 0.01 62.49< 0.32 6.88a 0.35
55 5.370 0.02 63.86f 0.38 6.78a 0.48
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Las difererencias de pH entre los quesos madurados y los jóvenes (20 hs), mostraron

valores crecientes para los quesos pertenecientes al primer grupo con el aumento de la

temperatura de 32 a 45 oC, y presentó el valor más alto en aquéllos que fueron sometidos a

una temperatura de cocción de 50 oC.

Quesos madurados

Temperatur pH Extracto NaClIES GrasalES NTIES
a seco

oC %p/p %p/p % p/p %p/p
X DE X DE X DE X DE X DE

El Extracto Seco (ES) aumentó a medida que se incrementó la temperatura de cocción de la

cuajada. Resultados similares publican Somers y Kelly (2002) para quesos experimentales

y Wilkinson et al. (1995) Y Yun et al. (1993) quienes encontraron, que el aumento de la

temperatura de cocción reduce el porcentaje de humedad en quesos del tipo Cheddar y

Mozzarella respectivamente. El extracto seco no se modificó a lo largo del periodo de

maduración. Ésto era de esperarse para los quesos terminados con una cobertura de cera

0.10
0.04

0.47
0.21
0.86
0.13

6.648

6.79'
6.79'
6.848

0.33
0.29
0.60
0.03

24.578

26.75b

28.65c

30.50d

0.03
0.07
0.05
0.07

1.728

1.698

l.33b

1.11c

0.42
0.20
0.79
0.12

0.03 49.388

0.01 53.62b

0.03 56.85c

0.01 59.96d

5.208

5.53b

5.79c

5.86d

Los valores de pH se incrementaron significativamente de 5.18 a 5.46 en los quesos

jóvenes al aumentar la temperatura del proceso de cocción de la cuajada de 32 a 45 oC

(Grupo 1). Cuando se modificó el fermento para elaborar quesos con una temperatura de

cocción de la cuajada a 50 oC, (Grupo 2), el pH descendió a 5.32 y aumentó con la

temperatura de cocción dentro del mismo grupo, indicando la influencia del tipo de

fermentos utilizados fundamentalmente en relación con las bacterias termófilas altamente

acidificantes .

GRUPO!
32
36
40
45

GRUPO 2
50 5.78c 0.01 62.80e 0.09 0.71 d 0.07 31.52e 0.09 6.868

55 5.62e 0.01 63.86f 0.01 0.69d 0.02 31.80e 0.35 6.848

Nota: Promedio (X) y desvío estándar (DE) de determinaciones por duplicado de cada
uno de los dos quesos (n=4) elaborados en distintas tinas .
El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las distintas
temperaturas de cocción. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••



•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

(Guerrero y Muset, 1999). El contenido de grasa resultó similar y se mantuvo a lo largo del

experimento independientemente de la tecnología utilizada .

En nuestro estudio, no se observaron diferencias significativas en la relación Nitrógeno

total/Extracto Seco para los distintos tratamientos. Se observó una tendencia creciente de la

relación con la temperatura de cocción. Somers y Kelly (2002) observaron valores de la

relación mayores a medida que se incrementó la temperatura de cocción de la cuajada .

Explicaron este efecto debido al hecho que las proteínas del suero pueden sufrir cambios

conformacionales parciales en su estructura y coprecipitar con la caseína en la matriz de la

cuajada conjuntamente con la menor pérdida de proteosa peptona en el suero debido a la

inactivación térmica parcial del coagulante .

El contenido de sal (NaCl) resultó menor a medida que se trabajó a mayores temperaturas

de cocción, aún cuando el tiempo de permanencia en salmuera fuera 25% mayor para los

quesos tratados a 55 oC (2 y 2.5 hs respectivamente). Estos resultados concuerdan con los

publicados por Somers y Kelly (2002) encontrando valores de 2.25 % y 1.73% de NaCI

para quesos tratados a 43 y 55°C respectivamente. Esto puede explicarse por el coeficiente

de penetración diferente debido a la variación de la firmeza de la matriz (Zorrilla y

Rubiolo, 1995 y 1998; Innocenti et al., 2002). En todos los casos, la concentración de sal

fue adecuada para la actividad enzimática. El pH de la salmuera se mantuvo constante a 10

largo de todo el experimento en un valor de 5.10 .

Los quesos madurados se presentan en las Figuras 11 a 13

/~

'.JI
_J
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4.1.2. RETENCIÓN DEL PAR PLASMlNAI PLASMINÓGENO

CONCENTRACIÓN DE PLASMlNA y PLASMlNÓGENO EN QUESO Y SUERO

Las concentraciones de la enzima Plasmina (PLM) y de su precursor Plasminógeno (pLG)

en queso y suero, así como la concentración de la enzima nativa presente en la leche

utilizada como materia prima, se resumen en la Tabla VI. Con el fin de poder comparar y

eliminar la variable de la humedad de la masa, los resultados se expresaron en f.lgde PLM,

PLG o del par PLM + PLG con respecto al extracto seco.

Figura 11. Quesos de pasta prensada no
cocida elaborados a 32 oC y 36 oC
correspondientes a la tecnología de queso
Saint Paulin.

Figura 13. Quesos de pasta prensada
cocida elaborados a 50 oC y 55°C
correspondientes a la tecnología del queso
Comté.

Figura 12. Quesos de pasta prensada semi-
cocida elaborados a 40 oC y 45 oC
correspondientes a la tecnologia de quesos
MiniFynbo.

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••



•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

TABLA VI: Determinación de las concentraciones totales de PLG y

PLG + PLM por el método ELISA, en quesos jóvenes de 20 h Y el

respectivo suero en el desuerado, utilizando distintas temperaturas de

trabajo en tina y fermentos .

Se obtuvo un valor de 1.93 f!g/ml PLM + PLG (0.50 f!g/ml PLM) para la leche

pasteurizada utilizada como materia prima durante los días de elaboración del Ensayo 1.

Este valor medio está de acuerdo con los informados anteriormente por otros autores como

Bastian y Brown (1996) y Dupont et al. (1998). Si consideramos un rendimiento promedio

del 10% para la obtención de los distintos tipos de quesos y si un 100% del par

plasminalplasminógeno se recuperara en la cuajada, esperaríamos alrededor de 19 f!g/g en

el queso. El par (pLM + PLG) fue preferentemente retenido en cuajadas tratadas a

temperaturas entre 32 oC y 45 oC presentando valores promedio de 15.6 f!g/g en queso

(valores no mostrados) correspondiendo a valores de 28.23 f!g/g expresado en base seca

para independizarse del contenido de humedad de las distintas varíedades. Estos valores

concuerdan con los resultados publicados por Mulvihill (1993) de 15 f!g/g de plasmina en
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Figura 14 a) y b): a) relación de la concentración de PLM con el pH Yb) con el

contenido en NaCl en el queso.

cuajadas tratadas a 32 oC, mostrando resultados similares a los obtenidos en el presente

trabajo para condiciones similares.

La relación de la concentración de plasmina en la masa del queso joven con el pH y el

contenido en NaCl pueden verse en la Figura 14 a y b.
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Ante la ocurrencia reiterada de la disminución de la concentración del par enzimático

retenido en la cuajada de los quesos tratados con estos fermentos, fue necesario confirmar

Con respecto a la retención del par enzimático, cuando en la elaboración de quesos de pasta

prensada cocida a 50 y 55 oCutilizamos un fermento diferente compuesto por dos tipos de

starters adicionados en forma sucesiva de acuerdo al protocolo, respetando un período de

premaduración y manteniendo constantes la calidad de la materia prima y las condiciones

de coagulación, se observó una disminución drástica del 58 % en la concentración del

complejo enzimático retenido en la cuajad¡;lde los quesos sometidos a este tratamiento

(Tabla VI, Grupo 2).

Observarnos que a valores de pH crecientes, la retención de PLM también presenta una

tendencia creciente. Cuando estudiarnos quesos con contenido de NaCI crecientes, la

concentración de la PLM no presenta una tendencia definida. Podemos concluir que el

rango de contenido salino de los quesos estudiados, no influye en la retención del par

enzimático .
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que el extracto utilizado para el dosaje de la enzima y de su zimógeno era el adecuado. Con

el objetivo de verificar ésto y siguiendo el protocolo de análisis, se determinó por el

método ELISA, la concentración del par PLM/PLG en el precipitado y en el sobrenadante

de una muestra preparada después del tratamiento con EACA. Los resultados obtenidos

pueden verse en la Tabla VII .

Tabla VII: Porcentaje de la concentración de PLG y la del par PLM + PLG

retenido en el precipitado del extracto obtenido, según la metodología de

extracción utilizada.

Quesos PLG (ug/gqueso) PLG + PLM (ug/g queso)

Extracto Precipitado (%) Extracto Precipitado (%)
1 2.06 5.03 3

0.04 2 0.1
2 8.66 17.02 2.3

0.11 1.2 0.4
3

15.46 0.24 1.5 23.36 0.44 1.8
4

5.4 0.05 0.9 8.74 0.13 1.5

Los resultados obtenidos muestran que ambos compuestos, PLM y PLG, se detectaron

mayoritariamente en el sobrenadante, fracción a partir de la cual se tomaron las alícuotas

para la realización de todos los ensayos. En el precipitado, fracción descartada después de

la ultracentrifugación, la concentración detectada fue despreciable. Esto confirma los

resultados encontrados para las muestras de quesos del Grupo 2.

A pesar del descenso de las concentraciones de PLM y PLG en la cuajada de los quesos

tratados a 50 y 55 oC, el queso que presentó la concentración más alta de plasmina retenida

en la cuajada resultó aquél tratado a 55 oC. Adicionalmente, el tratamiento de cocción

provocó la activación del PLG en PLM y se observó que el porcentaje de PLM en el

complejo PLM + PLG aumentó de 21.1% a 67% independientemente de los fermentos

utilizados (Tabla VI). Resultados concordantes fueron antes observados por Dupont et al .

(1998) quienes encontraron que los quesos semiduros de pasta semi-cocida prensada

(Grupo 1), estaban caracterizados por un mayor contenido en PLG que los quesos de pasta

cocida prensada que hubieran sufrido un tratamiento de cocción a temperaturas mayores .

Éstos mostraron niveles iguales o mayores de PLM que de PLG sugiriendo que el cambio
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conformacional del PLG ocurrió durante la etapa de elaboración ya que la concentración

relativa de la plasmina en el queso se incrementó en comparación con la de la leche. Una

observación destacable es que el aumento de la temperatura de cocción conlleva a una

transformación del PLG en PLM independientemente de otros factores (Tabla VI, % PLM)

En el presente trabajo, no hemos detectado variaciones significativas de la concentración de

PLG ni del par PLM/PLG en el suero de los quesos tratados a distintas temperaturas. En

este caso se encontró un porcentaje de PLM que varió entre 20.4% en el suero

correspondiente a quesos no cocidos (32 oC, Grupo 1) y 17.6 % en promedio en el suero

proveniente de quesos cocidos (50 y 55 oC, Grupo 2). La concentración encontrada en el

suero fue en todos los casos inferior a la encontrada en leche o en queso, debiéndose ésto a

la incorporación eficiente del par PLM/PLG en la cuajada causada por su unión con las

micelas caseínicas. Este efecto fue mencionado anteriormente por Farkye y Fox (1992) .

Estos autores observaron que, aún cuando fueran agregadas altas concentraciones de PLM

a quesos experimentales, no se encontraba una actividad concomitante en el suero. Crudden

y Kelly (2003) también informaron que el suero obtenido por adición de coagulante a leche

pasteurizada, presentó actividades de PLM y derivada del PLG significativamente

inferiores (P<0.001) que las de la cuajada. Estos autores observaron que la transferencia de

la PLM al suero, aumentaba en forma lineal con la temperatura de cocción en el rango de

45 a 65 oC.

En el Grupo 2, en el cual la cuajada fue tratada a 50 y 55 oC, la diferencia entre las

relaciones porcentuales de PLM con respecto al total encontrados en suero y queso fue muy

marcada con valores de 17.4 y 67.0 % de PLM respectivamente para el queso tratado a 55

oC (Tabla VI). Una hipótesis que permitiria explicar estos resultados es que la

transformación del PLG en PLM se produce cuando el queso está en el molde y durante las

etapas posteriores de prensado y salado. Otra podría relacionarse con la retención

preferencial de la PLM con respecto a su zimógeno, el PLG. En las citas antes

mencionadas, no fue estudiado el suero ni los quesos durante los pasos experimentales, por

lo cual no se puede reforzar esta hipótesis con resultados observados por otros autores .

Para tener más elementos que pudieran fortalecer esta teoría, se llevó adelante una

elaboración de quesos de pasta prensada cocida tipo Comté tomando muestras en distintas

etapas del proceso de elaboración y maduración desde la leche inicial hasta el queso a los 4

54



55

meses de maduración, para determinar la evolución del cambio conformacional de PLG en

PLM. Los resultados obtenidos, pueden verse en la Tabla VIII y la Figura 14.

TABLA VIII: Determinación ELISA de la concentración total de PLG + PLM Y

la concentración de PLG prensada cocida.durante distintas etapas de la

elaboración de un queso de pasta

O/o

PLMPLMPLGEtapas

12
10.61 10.3

10

.8

11l
IOPLG Iw

'" 6 .PLM-'""
4

2

O
1 2 3 4 5 6 7 8

etapas de la elaboración

X DE X DE
Leche (I-lg/ml) 2.28 0.21 0.44 0.08 16

Suero en desuerado
(I-lg/ml) 0.45 0.09 0.17 0.02 27

Cuajada (I-lg/gcuajada) 9.92 0.44 2.92 0.12 23
Queso joven (I-lg/gqueso) 4.44 0.25 9.79 1.10 69

Queso 3 semanas (I-lg/g
queso) 4.23 0.15 10.61 0.04 72

Queso 7.5 semanas (I-lg/g
queso) 4.34 0.57 9.10 0.75 67

Queso 3 meses (I-lg/g
queso) 4.33 0.51 10.00 1.17 70

Queso 4 meses (I-lg/g
queso) 3.99 0.43 10.32 0.05 72

Nota: Los datos informados corresponden a n=4 determinaciones .

Figura 15: concentración del par PLM/PLG durante distintos pasos en la elaboración de

un queso de pasta prensada cocida.
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donde; 1 Y2, leche y suero en el desuerado respectivamente (ug/ml)
3: cuajada durante el desuerado expresado en ug/g de cuajada
4,5,6,7 Y 8: queso joven de 20 hs, quesos a 3 y 7.5 semanas y 3 Y4
meses respectivamente expresado en ug/g de queso .

Estos datos son orientativos, y se expresan como la concentración de la PLM y el PLG en

el extracto seco de cada una de las muestras extraídas en distintas etapas de la elaboración .

En este caso la comparación se realizó dentro de la misma variedad y el objetivo fue

evaluar si se producía una activación del PLG a PLM en el queso .

De la evaluación de los resultados, se observa que esta activación de la PLM ocurre durante

la etapa de moldeo, prensado o salado ya que el queso joven presenta un 69% que se

mantiene relativamente constante durante el período de maduración en valores cercanos a

70%, mientras que la cuajada presenta un 28% y el suero un 27% .

Se evaluó la distribución del complejo PLM/PLG en la totalidad del queso y suero. Los

resultados que se muestran en la Tabla IX, corresponden a la sumatoria de las

concentraciones de PLM y PLG en la masa total de los quesos jóvenes salidos de salmuera

(20 hs posterior a su elaboración) y a la correspondiente al volumen total del suero durante

el desuerado .

TABLA IX: determinación de la concentración total del sistema enzimático

de PLG + PLM por el método ELISA considerando el peso de los quesos y el

volumen del suero durante el desuerado .

Temperatura Peso del PLG + PLM (mg)
queso

oC (g) Queso Suero Total Recuperación
("/o)

GRUPO 1 X DE X DE X DE
32 1330" 11 19.95 0.60 4.18 0.63 24.13 104
36 1221' 7 18.56 0.48 4.34 0.63 22.90 99
40 1140b 4 17.56 0.47 4.66 0.74 22.22 95
45 1075' 4 18.20 0.64 5.26 0.86 23.46 96

GRUPO 2
50 999d 6 7.49 0.36 6.38 0.90 13.87 60
55 989d 10 9.48 0.24 4.80 0.95 14.28 62

Leche 23.18
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Nota: los datos consignados en la tabla son promedios de 6 (n=6)
mediciones realizadas sobre dos quesos correspondientes a cada tipo o
característica .
El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de
las distintas temperaturas de cocción. Los promedios que no presentan
letras iguales son significativamente diferentes (P<0.05) .

El complejo PLM y PLG, asociado a la matriz caseínica, fue retenido mayoritariamente en

la cuajada con recuperaciones de 98.5% en promedio para el Grupo 1.

Como fuera demostrado con anterioridad por Dupont et al. (1998), la concentración total

del par PLMlPLG permaneció invariable en los quesos correspondientes al Grupo 1 con

valores cercanos a 23.18 mg en promedio en el queso jóen salido de salmuera. Sin

embargo, observamos que la concentración total de PLM + PLG varió de acuerdo a las

condiciones de elaboración utilizadas y presentó una disminución brusca no esperada en los

valores del par retenido en la cuajada y liberado en el suero cuando pasamos de 45 a SOoC

presentando en el último caso, un valor promedio de 14.08 mg. Ésto representó una

reducción del 39 %, marcando nuevamente la tendencia de un cambio drástico en ese

punto .

Fajardo-Lira et al. (2000) observaron que en presencia de bacterias psicrótrofas, sus

proteasas exocelulares son capaces de liberar la PLM y el PLG de la cuajada hacia el suero

durante las S primeras horas de fabricación incluyendo las etapas de prensado y salado. En

el presente estudio, para los quesos tratados a SO y SS oC, se utilizaron starters

acidificantes de bacterias termófilas en dos pasos sucesivos. Si bien se observó una

reducción en la retención del par, no se observó un incremento significativo en la

concentración de PLMlPLG presente en el suero. Adicionalmente, Guinot-Thomas et al .

(1995), observaron que, durante el estacionamiento de leche a 4 oC durante 6 días y

habiendo alcanzado un recuento de psicrotrofas de 106 a 107 ufc, no se produjo una

activación del PLG por acción de los activadores naturales ni microbianos y que las

actividades de la PLM y del par PLMlPLG decrecieron durante los 6 días de

almacenamiento a 4 oC.
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4.1.3. ACTIVIDAD DE PLASMINA y DERIVADA DEL PLG EN QUESO

Las actividades correspondientes a la plasmina y a la derivada del plasminógeno, también

fueron estudiadas. Los resultados obtenidos para los quesos jóvenes y madurados pueden

verse en la Tabla X .

Tabla X: determinación de la actividad de la PLM, la derivada del PLO y

la relación porcentual de PLM con respecto al par PLM/PLO

[(actPLM/actPLM + actoderiada del PLO) * lOO}, en quesosjóvenes de 20

hs y quesos madurados.

Temperatur actividad Pl..M actividad
a actividad derivada del (%) actividad derivada del PLM

PLMlES* PLGIES* PLMlES* PLGIES* (%)
oC quesos jóvenes quesos madurados

X DE X DE X X DE X DE X
Grupo 1

32 2.034a 0.051 1O.368a 0.076 16.40 2.218a 0.074 9.714a 0.118 18.60
36 2.052ab 0.070 10.228a 0.140 16.71 2.342a 0.016 9.260b 0.141 20.19
40 2.171b 0.001 9.670b 0.072 18.33 2.034b 0.084 8.294' 0.004 19.69
45 2.150ab 0.055 9.054' 0.037 19.19 1.984b 0.006 6.856d 0.025 22.45

Grupo 2
50 1.207' 0.058 4.082d 0.029 22.82 0.970' 0.057 3.735' 0.085 20.62
55 1.572d 0.059 3.033' 0.012 34.14 1.532d 0.078 2.5llf 0.043 37.89

* la actividad de la PLM y aquélla derivada del PLG se expresan en unidades
enzimáticas según la siguiente fórmula: Abs 405 nm (t1) - Abs 405 nm (10)/ (t1-1o)x
1000, donde el tiempo está medido en minutos .
El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las distintas
temperaturas de cocción. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .

Con el fin de facilitar la comparación de los resultados, los mismos fueron representados en

la Figura 16.

FIGURA 16: actividad de PLM y derivada del PLO en quesosjóvenes de

20 hs Y madurados, de acuerdo al método de detección

espectrojotométrica.
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La actividad de plasmina en leche resultó ser similar a 10 largo de todo el experimento,

(0.60 unidades/l). Este resultado está de acuerdo con los valores antes presentados para

leche proveniente de vacas Holstein por Bastian et al. (1993), Y con los resultados

presentados por Bastian y Brown (1996) y Dupont et al (1998) .

La actividad del sistema enzimático PLM/PLG fue estudiada en la masa para las distintas

elaboraciones de quesos. La temperatura de cocción en tina, afectó débilmente la actividad

residual para los quesos jóvenes del Grupo 1. A medida que la temperatura de cocción fue

incrementada, la actividad de la PLM mostró una tendencia creciente, pero la actividad

total de PLG + PLM mostró una tendencia opuesta ya que decreció de 12.21 a 11.20

unidades para los quesos jóvenes tratados a 32 oc y 45 oC respectivamente. Una caída

pronunciada fue observada cuando se variaron los fermentos y la temperatura de cocción

pasó de 45 a 50 oC, mostrando que menos del 50% de la actividad del par fue retenida en

los quesos jóvenes .

El porcentaje de actividad de PLM con respecto a la actividad total calculada como

sumatoria de la de la PLM y la derivada del PLG, aumentó con la temperatura de cocción

independientemente del tipo de fermento empleado y estuvo siempre por debajo del 50% .

Esta observación indica la potencialidad que tiene el PLG residual de transformarse en su

forma activa, la PLM. Estos resultados concuerdan con la tendencia creciente informada

previamente para el porcentaje de la concentraciones de PLM determinado por el método
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ELISA (Tabla VI). Sin embargo, comparando ambos resultados, se observa que los

porcentajes de la actividad de la enzima presenta valores inferiores que los de

concentración para un mismo queso. Así, para aquéllos tratados a 32 oC, se observan

valores de 18.6 y 40.13% respectivamente y para los tratados a 55 oC los valores

observados fueron de 21.1 y 67 % respectivamente. Estos resultados indican menor

actividad porcentual que la concentración presente en la cuajada. Este efecto puede ser

explicado por una sub-estimación de la actividad debida a la inhibición de la misma

causada por la [3-Lg Y otras proteínas del lactosuero o bien por el hecho que no toda la

enzima presente pueda expresar su actividad .

La activación porcentual de la PLM, continuó a lo largo del período de maduración como

puede observarse en los resultados mostrados para la actividad de PLM y derivada del PLG

en quesos madurados. La contribución de la PLM a la actividad total aumentó en todos los

casos (promedio de 2.81%) con excepción del queso tratado a 50 oC en el que descendió el

2.2%. Tendencias crecientes fueron igualmente observadas por Song et al (1993) YSomers

y Kelly, (2002) quienes estudiaron la actividad del par PLMlPLG durante la maduración .

Por el contrario, los valores absolutos correspondientes a la actividad de PLM en los

distintos ensayos disminuyeron a lo largo de la maduración (con excepción de los quesos

tratados a 32 y 36 oC en los cuales la actividad de PLM aumentó débilmente durante este

período). Otros autores observaron este efecto como por ejemplo para el queso Begrkase

elaborado con leche cruda en el cual el contenido de la PLM disminuyó durante la

maduración de 0.83 a 0.73 unidades (Ginzinger et al. 1999) Yel contenido de PLG también

decreció. Song et al (1993) YOllikainien et al (1988) observaron que el nivel de actividad

de PLM disminuía gradualmente a lo largo del período de 1 a 20 días de maduración y

luego se mantenía constante en ese valor hasta el fmal de la maduración. Bastian et al

(1997) también observaron una disminución de la actividad total de PLM durante la

maduración de un queso tipo Suizo donde se habían utilizado S. thermophilus y L.

Helveticus como fermentos. Por el contrario, Somers y Kelly (2002) y Femández et al .

(2005) encontraron actividades de PLM crecientes (en valor absoluto) con temperaturas de

cocción en tina también crecientes .

La relación de la actividad de plasmina en la masa del queso joven con el pH y el contenido

en NaCI pueden verse en la Figura 17 a y b.
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4.1.4. INDICADORES DE LA PROTEO LISIS

4.1.4.1. EVALUACIÓN DEL NITRÓGENO SOLUBLE

Los resultados obtenidos para la relación Nitrógeno solublel Nitrógeno total se muestran en

la Tabla XI .

b)

¡----'uC3i===;;;;;;;;;;::;;====il
~ 2.1 .•. 2.1$4. 2.171
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Por medio de la precipitación diferenciada de las proteinas de la masa casearia, es posible

individualizar péptidos de alto peso molecular, de bajo peso molecular y aminoácidos

libres. La presencia de estos compuestos, es un indicador del proceso de hidrólisis de las

proteínas de la cuajada que conducen al proceso de maduración del queso, que será

fmalmente responsable de la textura y sabor de los mismos.

Figura 17 a) y b): a) relación de la actividad de PLM con el pH y b) con el

contenido en NaCI en el queso.

El análisis del proceso proteolítico ha sido clásicamente estudiado refiriéndose a la

cantidad de Nitrógeno Soluble como una proporción del Nitrógeno Total y definida como

"Índice de Maduración".

Observamos que a valores de pH crecientes, la actividad de la enzima en la masa también

presenta una tendencia creciente, aunque no tan definida como en el caso de la

concentración. Adicionalmente, el caso del contenido de NaCI no mostró mucha variación

para los quesos del Grupo 1. En el caso del grupo 2, a valores crecientes de NaCI, se

observó una tendencia decreciente en actividad de la plasmina. Sin embargo, el conjunto de

los quesos presentó resultados variables y pareció verse más afectado por los fermentos

utilizados que el caso de la retención expresada en función de la concentración (Figura 14).
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TABLA XI: nitrógeno soluble a pH 4.4 como porcentaje ('/o) del
Nitrógeno total en quesos jóvenes (20 hs) y madurados y la diferencia
entre ambos .

Temperatura maduración NS/NTx lOO
oC días quesos jóvenes (20 hs) quesos madurados diferencia

X DE X DE
GRUPO 1

32 45 5.14" 0.02 19.88" 0.04 14.7

36 45 4.66b 0.10 16.61b 0.03 12.0

40 45 4.31 c 0.06 16.43c 0.07 12.1

45 45 3.70d 0.03 14.20d 0.02 10.5

GRUPO 2
50 70 3.4ge 0.03 16.11 e 0.02 12.6

55 70 4.43c 0.11 16.26f 0.06 11.8

Nota: Promedio (X) y desvío estándar (DE) de n=6 determinaciones
realizadas por triplicado en muestras de cada una de los dos quesos
elaborados en distintas tinas .
El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación
de las distintas temperaturas de cocción. Los promedios que no
presentan letras iguales son significativamente diferentes (P<0.05) .

El valor máximo de la relación porcentual de Nitrógeno soluble con respecto al Nitrógeno

total, considerado como el Índice de Maduración (lm) (Salvadori del Prato, 1998), fue

observado para los quesos no cocidos (32°C) madurados y decrecieron significativamente a

medida que se incrementó la temperatura de cocción en el Grupo l. Esto puede explicarse

por la reducción de la actividad de la quimosina a medida que aumenta la temperatura del

trabajo en tina. Los quesos madurados del Grupo 2, mostraron un incremento significativo

cuando aumentamos en 5 oC la temperatura de cocción. En este caso, el factor

predominante es la proteo lisis causada por la plasmina, ya que el nivel de inactivación de

la quimosina es similar en ambos casos .

La formación de Nitrógeno soluble a lo largo del período de maduración, fue estimada por

la diferencia entre los valores de Nitrógeno Soluble porcentual obtenidos para los quesos

madurados y jóvenes respectivamente. Esta diferencia fue menor en los quesos que

sufrieron la cocción a mayor temperatura dentro de cada grupo, 45 oC (Grupo 1) y 55 oC

(Grupo 2) .

El incremento de la relación porcentual NS/NT durante la maduración resultó de 14.7 a

10.5 en el Grupo 1 y 12.6 a 11.8 en el Grupo 2. Estos rangos están de acuerdo con los
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referidos para quesos semiduros con valores informados por Salvadori del Prato (1998)

menores o iguales a 18, para quesos comerciales tipo Gruyere de Comté a 1.5 meses de

maduración (Collin et al 1987) Y similares a los quesos madurados tipo Bergkase

(Ginzinger et al., 1999) Y el Cheddar (Kelly, 1999). Difieren, sin embargo, de los

resultados obtenidos para quesos tipo miniGouda experimentales madurados a 5 oC con el

fin de obtener una proteolisis relativamente baja (Muset y Guerrero, 1999) donde se

observaron diferencias de sólo 1.9 a 2.3 para quesos encerados y envasados al vacío

respectivamente. Los resultados obtenidos en el ensayo presente indican una contribución

importante de los agentes proteolíticos durante la maduración .

En la bibliografia se han informado resultados diversos y no siempre coincidentes

relacionados con la evolución del Nitrógeno Soluble (NS) durante la maduración al

aumentar la actividad de la plasmina. Bastian, et al. (1997) mostraron que al aumentar la

actividad de la PLM mediante el agregado de la enzima a mezclas experimentales, se

producía una hidrólisis de la ~-CN acelerada presentando un aumento del NS durante los

12 meses de maduración. Resultados coincidentes han presentado Upadhyay et al. (2004)

quienes estimularon la activación del plasminógeno mediante el agregado de

estreptoquinasa (produciendo quesos con 3 veces la actividad de plasmina con respecto a

los controles) y obtuvieron un incremento en el Nsoluble a pH 4.6 así como una hidrólisis

acelerada de la ~-CN. Por otro lado, Farkye y Fox (1992) observaron que el aumento de la

actividad de PLM en el queso no implicaba directamente un aumento en el contenido de

Nitrógeno soluble o del Nitrógeno soluble en agua del queso, pero que alteraba el perfil

peptídico de dicha fracción durante la maduración. En el presente trabajo, la actividad de

plasmina del Grupo 2, es significativamente inferior a la del Grupo 1, Y sin embargo el

incremento de la relación porcentual NS/NT es similar a la de los quesos pertenecientes a

este Grupo .

4.1.4.2. DEGRADACIÓN DE LA FRACCIÓN CASEÍNICA

El progreso de la proteolisis en la mayoría de los quesos madurados, se puede resumir de la

siguiente manera: la hidrólisis inicial de las caseínas es catalizada principalmente por el

coagulante residual y en menor medida por la plasmina, dando como resultado la

formación de péptidos de tamaño grande e intermedio que serán posteriormente

degradados por las enzimas provenientes del coagulante y de la flora correspondiente al
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starter y no starter. Esta etapa es conocida como la proteolisis primaria. La producción

posterior de péptidos pequeños y aminoácidos libres como resultado de la acción de

proteasas y peptidasas bacterianas corresponde a la proteo lisis secundaria .

Se evaluó el efecto de la actividad de la plasmina en la proteo lisis primaria de la caseína

durante la maduración de los quesos elaborados a distintas temperaturas de trabajo en tina

y distintos fermentos de acuerdo a la tecnología en uso. La metodología utilizada para

evaluarlo, fue la electroforesis en geles verticales de poliacrilamida-urea, y los quesos

fueron analizados al final del período de maduración .

En la Figura 18, puede verse la separación electroforética correspondiente a las fracciones

caseínicas de los quesos sometidos a dístintas temperaturas de cocción y trabajo en tina .

Figura 18: Urea-PAGE (12% T, 4% C) de los quesos elaborados según el

protocolo correspondiente y con distintas temperaturas de cocción en tina .

Calles 1 y 14: leche de partida, calles 2 y 8: quesos no cocidos a 32 oC, calles

3 y 9: quesos con calentamiento a 36 oC, calles 4 y 10: quesos con cocción 40

oC, calles 5 y 11: quesos con cocción a 45 oC, calles 6 y 12: quesos de pasta

cocida a 50 oC y calles 7 y 13: quesos de pasta cocida a 55 oC a fines de los

respectivos tiempos de maduración .
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Registros representativos que muestran la designación de los picos considerados para la

estimación de la proteolisis, pueden verse en la Figura 19.

Figura 19: electroforetogramas, pertenecientes al gel presentado en la Figura

11. Los registros pertenecen a la fracción insoluble a pH 4.4 de: a) leche, b)

queso elaborado a temperatura de cocción de 36 oC .
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Tabla XII: áreas relativas de los picos correspondientes a las distíntas

fracciones caseínicas y las siguientes relaciones como indicadores de la

proteolisis: (u,!I/ as! +as!I) x 100, (~y/ [3+~y) x 100 y (~y/ [3)x 100, de los

quesos tratados a 32, 36, 40, 45, 50 Y 55 oC, de acuerdo a la lectura

densitométrica de las bandas obtenidas .

Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseínicas y
relaciones indicadoras de la protelisis, pueden verse en la Tabla XII .
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GRUPO 1 GRUPO 2

Picos Lecbe 32.C 36.C 40.C 4S.C SO.C SS.C

X DE X DE X DE X DE X DE X DE X DE
1 0.88 0.12 2.98 0.14 2.44 0.03 2.45 0.17 2.62 0.09 2.46 0.17 2.52 0.16

2 0.26 0.02 0.86 0.13 0.73 0.03 0.93 0.15 0.78 0.57 1.05 0.34 1.10 0.37

3 0.48 0.04 1.46 0.31 1.30 0.16 1.53 0.72 1.89 0.91 1.93 0.54 2.72 0.45

4 v,-CN 1.77 0.08 4.1 3' 0.01 5.87b 0.02 5.74" 0.31 5.91' 0.60 6.72' 0.79 8.11. 0.27

Sv,-CN 2.67 0.02 3.88' 0.03 4.72" 0.09 4.75b 0.29 4.28' 0.28 5.45' 0.05 5.42' 0.41

6v,-CN 4.63 0.20 3.43' 0.25 4.02'b 0.27 4.13" 0.13 3.81" 0.32 4.97' 0.17 5.10' 0.72

7 fl-CN 36.08 0.33 28.02' 0.33 25.68" 0.44 24.05' 1.33 23.27'" 0.65 22.33' 0.98 19.94' 0.88

8 1.07 0.11 3.93 0.88 3.25 0.44 2.80 0.40 1.26 0.25 1.30 0.15 1.24 0.17

9 2.41 0.02 1.50 0.64 0.97 0.24 0.85 0.07 0.52 0.17 0.67 0.28 0.29 0.04

10 a.,-CN 10.70 0.58 9.33 0.47 6.65 0.24 6.38 0.44 7.61 0.44 6.99 0.99 6.15 0.28

11 a..-CN 32.46 0.30 7.49' 0.16 8.30' 0.35 12.26" 0.01 19.71' 1.30 15.96" 0.44 16.60' 1.47

12 2.43 0.14 0.84 0.10 0.75 0.14 0.87 0.33 1.74 0.02 1.30 0.19 1.55 0.08

13 (I"I-CN 0.30 0.05 22.52' 0.55 24.46b 0.07 21.90" 0.92 14.53' 1.66 16.82" 1.03 15.16' 1.18

14 0.30 0.13 0.23 0.05 0.30 0.03 0.30 0.04 0.44 0.13 0.47 0.13 0.27 0.06

15 0.80 0.44 0.60 0.44 0.46 0.17 0.56 0.17 0.35 0.20 0.42 0.00 0.35 0.01

16 orod bid 0.32 0.11 1.40 0.45 2.30 0.14 2.06 0.08 1.72 0.23 2.18 0.24 2.12 0.06

17 orod bid 0.43 0.01 2.61 1.01 2,57 0.18 2.35 0.15 3.13 0.36 3.80 0.53 3.36 0.32

18 0.76 0.03 0.49 0.05 0.22 0.07 0.77 0.29 0.76 0.27 0.65 0.13 1.49 0.05

19 0.74 0.45 0.30 0.15 0.21 0.09 0.27 0.10 0.30 0.12 0.24 0.08 2.22 0.02

20orod bid 0.04 0.01 2.64 0.24 2.46 0.66 2.65 0.72 3.49 0.71 3.53 0.65 4.57 0.60

21 0.40 0.02 0.04 0.02 0.05 0.01 0.09 0.05 1.33 0.14 1.02 0.02 1.06 0.40

22 0.03 0.00 0.53 0.14 0.95 0.11 1.36 0.10 0.08 0.00 0.06 0.01 0.08 0.03

23 orod bid 0.04 0.00 0.84 0.03 1.25 0.06 0.88 0.01 0.10 0.03 0.07 0.02 0.09 0.00

24 orod bid 0.04 0.01 0.07 0.02 0.11 0.04 0.04 0.01 0.40 0.07 0.37 0.02 0.56 0.07

Relaciones
«(1"1/(1,, + (1,,1) 0.9 0.1 75.0' 1.6 74.7' 3.1 64.1b 2.7 42.4' 2.8 48.7' 3.0 47.7' 4.2

.100
(l: 1/11 + 1: 1) 2.0 0.1 28.9' 2.1 36.3b 2.4 37.8b 2.0 37.6b 2.8 43.4' 3.1 48.3' 3.0

.100

a;v/8h 100 25' 1.1 40.8' 2.9 56.9b 3.8 60.8b 3.2 60.2b 4.5 76.4' 4.9 93.4d 5.6

* la K-caseína tiene el mismo frente de migración que la Y3-CN, de allí el alto valor
obtenido para esta relación, cuando consideramos la leche .
Nota: los valores son promedio de muestras sembradas por cuadruplicado .
El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las distintas
temperaturas de cocción. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<O.OS).

Los resultados mostrados, nos permiten observar que la temperatura de cocción durante el

trabajo en tina en la elaboración de los quesos de pasta no cocida o cocida prensada, tiene

influencia sobre la proteolisis primaria durante la maduración de los quesos. El aumento de

dicha temperatura, ha causado una inducción de la hidrólisis de la ~-caseína y un

incremento de las y-caseínas, como puede verse en la Tabla XII. La hidrólisis de esta

proteína ha sido utilizada como marcador de la maduración (Gaiaschi et al., 200 1).

Estudios realizados por Lane y Fox (1999) sobre las acciones individuales de la quimosina

y la plasmina en la proteo lisis de la caseína, muestran que esta última es la responsable de
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la degradación de la ~-caseína dando como productos las y-caseínas y proteosa peptona.

Los mismos autores observaron que la plasmina podía seguir actuando sobre péptidos

menores resultado de la acción del coagulante, en cambio la quimosina, era incapaz de

hidrolizar las y-CN o la proteosa peptona.

Los porcentajes relativos de las y-caseínas se ven incrementados para los quesos que

fueron tratados a mayor temperatura de cocción. Con respecto al Grupo 1, para los quesos

tratados de 32 a 45 oC, el aumento de PLM observado, está de acuerdo con el incremento

en la proteolisis. Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, los quesos sometidos a

temperaturas de cocción de 50 y 55 oC, retuvieron menor concentración absoluta del par

PLMlPLG que aquéllos del Grupo 1, pero en todos los casos, el porcentaje relativo de

PLM se incrementó. Un factor que debemos tomar en cuenta para explicar estos resultados

es el tiempo de maduración. Los quesos del Grupo 1 (con temperaturas de cocción de 32 a

45 OC)desarrollaron su maduración a lo largo de 45 días y en cambio los pertenecientes al

Grupo 2, lo hicieron en 75 días. Podemos inferir que, la plasmina, retenida en cantidades

menores, se mantiene activa a lo largo de la maduración (datos presentados en la Tabla IX)

y sigue actuando sobre la ~-CN hasta hidrolizar el 50% de la misma, como surge del valor

de (93.4%) para la relación de [(:Ey/ ~) x 100] (Tabla XI). Otros autores, entre ellos

Somers et al (2002) y Upadhyay et al. (2004), informan un incremento de la hidrólisis de la

~-CN cuando aumenta la actividad de la plasmina en quesos experimentales.

Otro hecho remarcable a tener en cuenta, es el que ocurre con la proteolisis primaria de la

alfa-caseína. Gaiaschi et al. (2000), entre otros, evaluaron la hidrólisis de esta proteína

como indicador de la maduración en el queso Grana Padano. En nuestro estudio,

observamos que, al aumentar la temperatura de cocción de la cuajada, disminuye la

degradación de la usl-CN para dar usII-CN (Figura 19, Tabla XII). En el Grupo 1, esta

relación decrece de 75.0 a 42.4% para los quesos tratados a 32 y 45 oC respectivamente,

debido presumiblemente a la inactivación parcial del coagulante utilizado (quimosina y

pepsina bovina en una relación de 90: 1O) a esta temperatura. Además, los fermentos

utilizados en este grupo fueron mesófilos, por lo que su acción se vió también disminuida.

Este efecto es también informado por Somers y Kelly (2002). Cuando consideramos la

tecnología empleada para elaborar los quesos del Grupo 2, el coagulante no varió y los

fermentos son termófilos. A pesar de haber mostrado que a 45 oCla acción del coagulante

se vió significativamente reducida, la acción sinérgica de las proteasas de los fermentos,
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permitieron incrementar la proporción de hidrólisis de la llsl-CN al valor de 48.7% al

incrementarse la temperatura en 5 oC.

En la corrida electroforética y en la tabla correspondiente, puede observarse un producto de

frente de migración mayor (pico 23) que aparece en los quesos tratados a 32, 36 y 40 oC y

no aparece en los quesos tratados a temperaturas mayores a los 45 oc. Esta observación nos

permite inferir que se trata de un producto de hidrólisis de la usI-CN, Ycuyo responsable es

el coagulante, que no lo produce a estas temperaturas por estar parcialmente inactivado .

Los resultados de los indicadores de la proteolisis observados en la Tabla XII, nos

demuestran que la relación porcentual del NSINT refleja un aspecto parcial que debe ser

considerado para el estudio de la maduración. Para tener un conocimiento más profundo de

la maduración, este índice debe complementarse con los perfiles caseínicos y peptídicos .

4.1.4.3. ANÁLISIS DE LA FRACCIÓN SOLUBLE A pH 4.4

Se llevó a cabo el análisis por RP-HPLC de la fracción soluble a pH 4.4. Esta fracción

representa el Nitrógeno Soluble, de los quesos al [mal de su período de maduración, de

acuerdo al protocolo presentado en Materiales & Métodos .

Se analizaron los duplicados de los extractos pertenecientes a quesos elaborados a 36 oc.

Se encontró una muy buena repetibilidad, como puede observarse en la Figura 20 .

Figura 20: cromatograrnas RP-HPLC de los extractos solubles a pH 4.4

pertenecientes a los quesos elaborados a 36 oC pertenecientes a dos tinas

distintas .
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Figura 21: cromatogramas RP-HPLC de los extractos solubles a pH 4,4

pertenecientes a los quesos elaborados con distintas temperaturas de trabajo en

tina, al final del período de maduración. a, b, c, d, e y f correspondiente a 32,

36, 40, 45, 50 Y55 oC respectivamente .
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En la Figura 21 se presenta una selección de los cromatogramas más representativos,
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Se observan diferencias cuantitativas entre los extractos pertenecientes a las distintas

muestras. En los quesos del Grupo 1, se observa una disminución gradual de los péptidos

que eluyen alrededor de los 24 y 30 minutos, así como una disminución de los péptidos con

mayor tiempo de elución. Los extractos pertenecientes al Grupo 2, se caracterizan por

presentar un perfil cualitativamente similar a los anteriores, pero muy disminuido en el

área. Dentro de este grupo, el área de estos picos aumenta a medida que aumenta la

temperatura de cocción de 50 a 55 oC. Estos péptidos no fueron identificados. Sin embargo

aquéllos que eluyen a 24 y 30 min, parecieran ser producidos por la acción de la enzima

coagulante, ya que acompañan la tendencia de la degradación de la usI-CN por la

quimosina. Por comparación del perfil peptidico con otros autores (McSweeney, 2004)

inferimos que se trata de las lactocepinas, fragmentos fl-9 y fl-13 de la usl-CN .

Adicionalmente, podriamos pensar que una parte de los péptidos fueron aún más

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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profundamente hidrolizados a aminoácidos y péptidos menores que no vemos en estos

cromatogramas .

Los picos correspondientes a la elución entre 75 y 90 minutos, podrían corresponder a la (l-

lactoalbúmina y ~-Iactoglobulinas respectivamente. Estos picos disminuyen con la

temperatura a la que fueron sometidos los quesos ya que son termosensibles y se

desnaturalizan parcialmente con el calor .

4.1.5. CONCLUSIONES

En lo que respecta a la retención del par PLMlPLG y su actividad, en el presente estudio

hemos observado dos grupos bien defInidos entre los quesos analizados: los del Grupo 1,

que fueron tratados con temperaturas de cocción en tina que variaron de 32 a 45 oC y los

del Grupo 2 que sufrieron un proceso de cocción de SOy SS oc.

La retención del par PLM/PLG no presentó diferencias signifIcativas en el primer grupo,

sin embargo, después de la disminución observada probablemente producida por el cambio

de fermentos, la concetración del par aumentó cuando la cuajada fue tratada a SS oC. Con

respecto a la concentración de PLM en los quesos jóvenes, ésta aumentó a medida que

aumenta la temperatura de trabajo de 32-36 oC a 40-45 oC, luego descendió al cambiar el

protocolo y fInalmente presentó el valor más alto para los quesos tratados a SS oC.

Con respecto a la actividad enzimática, ésta aumentó suavemente a medida que aumentó la

temperatura de cocción de los quesos del Grupo 1, Y sufrió una disminución drástica

cuando se estudiaron los quesos tratados a SOy SS oC. Comparando los quesos dentro del

Grupo 2, el incremento de la temperatura de trabajo en tina produjo un incremento

signifIcativo en la actividad de la PLM .

Si bien los quesos tratados a SOy SS oC mostraron una fuerte reducción de la concentración

total del par y de la actividad de la PLM y la derivada del PLG retenidas en la cuajada, la

relación porcentual de PLM con respecto al sistema PLMlPLG, aumentó gradualmente con

el aumento de la temperatura de cocción tanto para la concentración como para la actividad

respectivamente (Tablas VI y X) .
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Las diferencias de concentración y actividad del par PLMlPLG entre ambos grupos antes

mencionadas no pudieron ser explicadas por una diferencia en el pH de los quesos ya que

éstos fueron coagulados por enzimas coagulantes, coagulación dulce, de forma tal que el

pH de la cuajada nunca fue inferior a 4.6. El pH de desuerado fue de alrededor de 6.62 para

el Grupo 1 y de 6.55 para el Grupo 2, Yde 5.53 y 5.85 para los quesos después de 4 hs de

prensado respectivamente. El pH de la salmuera fue de 5.08 a 5.20 (Anexo 1, Cartas de

fabricación 1b, 2b y 3b) .

Consideramos que el empleo de fermentos constituidos por bacterias termófilas y las

temperaturas de cocción en tina de 50, y 55 oC, contribuyeron a la disminución de la

concentración y actividad del par PLG/PLM. Farkye y Fox (1990) habían conc1uído

anteriormente que la actividad total de la PLM disminuía con el aumento de la temperatura

en un rango de temperaturas de 30 a 60 oC en cuajadas experimentales donde no eran

incorporados fermentos. Este efecto podría deberse a la inhíbición causada por las

interacciones temperatura dependientes de los tiol-disulfuros entre la PLM y la ~-Lg

(Bastian et al. 1993; Kelly y Foley, 1997; Enright y Kelly, 1999). Éstas tendrían como

hipótesis la dificultad de acceso de la enzima debido a la unión a la superficie de las

micelas de caseína de proteínas de suero modificadas, generando un impedimento estérico

concomitante al acercamiento de las uniones peptídicas de las moléculas del sustrato

(Benfeldt, 1997) .

La fuerte disminución de la actividad y concentración del par enzimático, experimentada en

los quesos del Grupo 2 podría también verse afectada por el crecimiento de las bacterias

presentes en el fermento y la producción de proteasas microbianas extracelulares

responsables de la desestabilización de la micela y la liberación de la PLM de la fracción

caseíníca. Un efecto similar ha sido antes observado por Fajardo-Lira y Nielsen (2000) y

Hayes et al. (2000) en bacterias psicrótrofas en leche .

Tal vez, en el caso del presente estudio, ambos factores antes mencionados, hayan

influenciado el descenso pronunciado, ya que no se observaron concentraciones ni

actividades crecientes de PLM y derivada del PLG en suero .

En ausencia de caseína, la PLM pareciera no ser muy termoestable, y ciertamente no lo es

en presencia de compuestos que contengan grupos-SH. Metwalli et al. (1998), mostraron
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recientemente que la PLM en una solución de leche, se despliega probablemente a bastante

baja temperatura. Sus resultados indicaron que el efecto desestabilizador de los compuestos

que contienen grupos sulfhidrilos comienzan a temperaturas de 45 oC. A esta temperatura

es cuando el desplegamiento comienza a hacerse notorio y puede ser percibido. Ésto

probablemente significa que los grupos sulfhidrilo de la PLM estarian inaccesibles dentro

de la molécula plegada y por lo tanto no serían reactivos. Las temperaturas involucradas

son coincidentes con las empleadas en el Grupo 2 y la diferencia de concentración de PLM

determinada por ELISA y la de la actividad, también podría ser explicada por esta tercera

hipótesis .

La actividad de PLM en el suero fue en todos los casos menor que la correspondiente a la

leche o queso, probablemente debido a la incorporación eficaz de la enzima en la cuajada

como resultado de su unión con las caseínas (Bastian et al, 1996) .

El aumento de la temperatura de cocción de la masa dentro del Grupo 1, de 32 a 45 oC,

empleando bacterias mesófilas como fermentos, condujo a un aumento notorio de la

hidrólisis de la ~-caseína para dar 'Y-caseínas. Esto concuerda con los resultados publicados

por Farkye y Fox (1990) y Delacroix-Buchet y Fournier (1992). Durante la maduración, el

porcentaje relativo de PLM activa también se incrementó posiblemente debido a la pérdida

del inhibidor de la plasmina en el suero o a su inactivación térmica .

Adicionalmente, según los resultados encontrados para los indicadores de la actividad de la

quimosina «aslUasl + asl1) x 100), el aumento de la temperatura de cocción disminuyó la

actividad de la enzima coagulante debido probablemente a la inactivación de la misma por

el calor .

Los perfiles peptídicos de la fracción soluble a pH 4.4 mostraron diferencias. Esta

evaluación resultó complementaria de la de las electroforesis ya que la totalidad de las

fracciones proteicas son estudiadas por ambas técnicas .

El aporte de la relación porcentual del NS/NT al conocimiento del proceso de maduración

es limitada. Nuestros resultados muestran que a similitud de estos índices, existe una

modificación significativa de los perfiles caseínicos y peptídicos .
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4.2. EFECTO DEL TIEMPO DE MANTENIMIENTO DE LA TEMPERATURA DE

COCCIÓN DE LA CUAJADA, EN LA RETENCIÓN DEL PAR PLM-PLG Y EN LA

ACTIVIDAD DE LA PLASMINA y LA DERIVADA DE SU PRECURSOR, EL

PLASMINÓGENO, EN LA PROTEOLISIS PRIMARIA DURANTE LA

MADURACIÓN DE LOS QUESOS (ENSAYO 2)•

Con el objetivo de comparar el efecto del tiempo de cocción, el estudio se llevó a cabo en

quesos de pasta semicocida tipo Pategrás ó Gouda y cocida prensadas del tipo Comté. Los

protocolos experimentales basados en la tecnología industrial para ambas tecnologías,

sugieren un tiempo de agitación de 30 minutos desde el comienzo del gradiente de

temperatura. En el presente trabajo, se estudiaron tiempos de 20 y 40 minutos de

mantenimiento, una vez alcanzada la temperatura establecida para cada variedad.

4.2.1. COMPOSICIÓN MAYORITARIA DE LOS OUESOS

La composición de la leche recibida y utilizada como materia prima en la elaboración de

los quesos, fue regular a lo largo de todas las experiencias, y los duplicados de cada tipo de

queso elaborados el mismo día fueron, por lo tanto considerados duplicados. Como fuera

mencionado anteriormente, la materia prima fue estandarizada para obtener una relación

final de grasa/proteína igual a uno y pasteurizada a 72 oCdurante 15 segundos.

La composición de los quesos jóvenes salidos de salmuera previo encerado y de los

madurados se resumen en la Tabla XIII .

TABLA XIII: Composición jlsico-quimica de los quesos elaborados

utilizando temperaturas de cocción de 42 y 54 oC durante tiempos de

mantenimiento de 20 y 40 minutos de para cada temperatura. Quesosjóvenes

y madurados.
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Quesos jóvenes
(salidos de salmuera, 20 hs)

pH Extracto NTIES
Quesos seco

g%queso g%ES
X DE X DE X DE

GRUPOl
42/20 5.42" 0.02 56.68" 0.66 6.69" 0.73
42/40 5.45b 0.01 58.75b 0.58 6.69" 0.62

GRUPO 2
54/20 5.38c 0.01 63.81 c 0.09 6.86" 0.12
54/40 5.35d 0.00 63.22c 0.37 6.98" 0.51

Quesos madurados
(final período de maduración)

Quesos pH Extracto seco Materia NaCI NTIES
grasa

g % queso g%ES g%ES g%ES

X DE X DE X DE X DE X DE
GRUPO!

42/20 5.32" 0.01 57.41" 0.30 6.64" 0.34 1.45" 0.03 49.83" 0.28

42/40 5.35" 0.05 58.08" 0.67 6.63" 0.75 1.23" 0.05 49.26" 0.51

GRUPO 2
54/20 5.65b 0.00 63.48b 0.11 6.96b 0.20 o.nb 0.02 50.25" 0.23

54/40 5.64b 0.02 63.77b 0.55 6.85"b 0.57 O.71b 0.01 49.66" 0.25
Nota: Promedio (X) y desvío estándar (DE) de determinaciones realizadas
por duplicado en muestras de cada una de los dos quesos elaborados en
distintas tinas. n=4 .
* El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de
los distintos tiempos de cocción. Los promedios que no presentan letras
iguales son significativamente diferentes (P<0.05) .

Los resultados obtenidos para los quesos que sufrieron un proceso de cocción a 42 oC y 54

oC durante 20 y 40 minutos respectivamente, fueron comparables con los datos observados

para aquéllos tratados en el rango de 40-45 y 50-55 oC, respectivamente (Tabla V) del

Ensayo 1. Ésto era lo esperado debido a que se utilizaron tecnologías de elaboración

similares .
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Los quesos madurados se presentan en las Figuras 22 y 23

4.2.2. RETENCIÓN DEL PAR PLASMINA/ PLASMINÓGENO

4.2.2.1. CONCENTRACIÓN DE PLASMINA y PLASMINÓGENO EN QUESO Y

SUERO

Figura 23. Quesos de pasta prensada
cocida correspondientes a la tecnología
de queso Comté tratados a 54 oCdurante
20 y 40 minutos respectivamente.

Figura 22. Quesos de pasta prensada
semi-cocida correspondiente a la
tecnología de quesos Pategras ó Gouda
tratados a 42 oC durante 20 y 40 minutos
Tp.~np.('.tiV:l m p.nte:

No se observaron diferencias significativas en la composición de los quesos madurados

elaborados con los distintos tiempos de mantenimiento de la temperatura en la etapa de

cocción. No se observaron diferencias significativas en la relación Nitrógeno total/ Extracto

seco entre ambas tecnologías estudiadas.

Se observaron diferencias significativas en el pH y el extracto seco (excepto para los

quesos del Grupo 2) de los quesos jóvenes elaborados con los distintos tiempos de

mantenimiento de la temperatura en la etapa de cocción. Éstos presentaron valores

levemente superiores cuando se los trató durante 40 minutos. No se observaron diferencias

significativas en la relación del NTfES.

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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Las concentraciones de la enzima Plasmina (PLM) y de su precursor Plasminógeno (pLG)

en queso, suero, y leche utilizada como materia prima, según los resultados obtenidos por

el método ELISA, se resumen en la Tabla XIV. Con el fin de poder comparar y eliminar la

variable de la humedad de la masa del queso, los resultados se expresaron en concentración

de PLM, PLG o del par PLM + PLG con respecto al extracto seco .

TABLA XIV: Concentración de PLG + PLM Y concentración del PLG en

quesos de 20 hs elaborados a 42 y 54 oCde cocción en tina y distinto tiempo

de mantenimiento y sus respectivas concentraciones en suero .

QUESO SUERO
Temperatura("C)/

PLG PLG+ PLM PLM PLG PLG+PLM PLMtiempo(mio)

(uglgES) % (uglml) 0/0

X DE X DE X DE X DE
GRUPOl

42/20 15.30" 1.49 25.83' 2.04 10.53 40.8 0.41' 0.02 0.67' 0.10 0.26 38.8
42/40 15.28' 0.25 25.00' 2.12 9.72 38.8 0.40" 0.08 0.62' 0.08 0.22 35.5

GRUPO 2
54/20 4.72b 0.56 10.04b 1.04 5.32 53.0 0.42' 0.10 0.57' 0.14 0.15 26.3
54/40 4.56b 0.62 10.84b 0.26 6.28 57.9 0.42' 0.07 0.58' 0.14 0.16 27.6

leche (uglml) 1.33 0.06 1.95 0.18 0.62 31.1

Nota: los resultados mostrados en la Tabla XIII corresponden al promedio (X) y
desvío estándar (DE) de 6 determinaciones para cada parámetro .
* El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de los
distintos tiempos de. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .

Con respecto al efecto del tiempo de mantenimiento de la cocción en la retención del par

PLM/PLG en los quesos jóvenes, los resultados no muestran diferencias significativas al

modificar el tiempo de 20 a 40 minutos. En un trabajo previo, Bouquet y Dupont (1997)

mostraron que además de la temperatura de calentamiento había otros dos factores que

afectaban la retención del par: la duración del calentamiento y la presión a la que era

sometido el queso durante el prensado. Los autores observaron que al aumentar la duración

del trabajo en tina de 20 a 40 minutos, se provocaba una disminución de la concentración

de PLG retenida en quesos jóvenes y sugirieron tratar los quesos a altas temperaturas

durante períodos cortos para obtener mayor concentración de plasmina retenida en la
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cuajada y lograr una reducción en el tiempo de maduración. Nuestros resultados no

muestran diferencias entre las condiciones empleadas.

Los resultados obtenidos para la retención del par PLM/PLG en la masa de quesos jóvenes

relacionados con el efecto del tiempo de mantenimiento de la temperatura de cocción (20 y

40 minutos), no mostraron diferencias significativas en ambos casos (Grupos I y 2) por lo

cual concluimos que en nuestro estudio, este factor no tiene efecto observable en la

retención de la concentración del par.

La relación de la concentración de plasmina en la masa del queso joven con el pH y el

contenido en NaCI pueden verse en la Figura 24 a y b•

Figura 24 a) y b): a) relación de la concentración de PLM con el pH y b) con el

contenido en NaCJ en el queso.

a) b)

12 12

10
• 10.53

.9J2
• 10.53

10 .9.72

~ 8 '" 8 -..,
:5 6 .6.28 ~ 6 .6.28
~ • 5.32 ...l • 5.32~•• !f= 4 4

2 2

o o
5.34 5.36 5.38 5.4 5.42 5.44 5.46 o 0.5 1.5 2

pH concentratión de NaCI

Observamos que a valores de pH crecientes, la retención de PLM también presenta una

tendencia creciente. Resultados similares fueron obtenidos para el Ensayo 1, Figura 14.

Adicionalmente, cuando estudiamos quesos con contenido de NaCl crecientes, la

concentración de la pLM presenta una tendencia también creciente. Estos resultados

muestran que para los niveles de sal estudiados, ésta variable no es determinante para la

retención.
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Los resultados presentados en la tabla anterior, muestran que se observa nuevamente el

descenso del par PLM/PLG en la cuajada cuando la tecnología empleada es la de queso de

masa cocida prensada a temperaturas entre 50 y 55 oC como el caso del Comté entre otros .

Los porcentajes de PLM observados en queso y suero para los quesos de pasta semicocida

prensada (Grupo 1), fueron similares entre sí. El porcentaje de PLM en suero representa el

92% del encontrado en el queso salido de salmuera. Estos valores muestran que la

activación del precursor ha ocurrido durante el trabajo en tina y por lo tanto, tanto el suero

como el queso salido de salmuera, presentan el mismo porcentaje de PLM. En el Grupo 2,

en cambio, el porcentaje de PLM en suero representa el 48% del porcentaje en el queso

joven indicando que la activación del PLG en PLM ha ocurrido durante el proceso de

trabajo en el molde, salado y almacenamiento en cámara prevío al encerado como se

observó en el Ensayo l .

Los resultados que se muestran en la Tabla XV, corresponden a las concentraciones de

PLM y PLG en la masa total de los quesos jóvenes salidos de salmuera (20 hs posterior a

su elaboración) y a la correspondiente al suero considerando el volumen total del mismo

durante el desuerado .

TABLA XV: Concentración total del par PLG + PLM en queso y

suero considerando el peso del queso y el volumen de desuerado

obtenidos en cada experimento.

PLG+ PLM

Temp ("C)/ tiempo Peso del Queso Suero Total Recuperación
(min) queso (g) (mg) (mg) (mg)

(%)

X DE X DE X DE X
42/20 1198' 16.0 17.54' 0.23 7.40" 0.50 24.94 107
42/40 1162b 10.2 17.06' 0.15 6.87' 0.44 23.93 99

GRUPO 2

54/20 985' 4.2 6.31b 0.23 6.40" 0.78 12.71 55
54/40 998' 9.9 6.84b 0.35 6.53' 0.79 13.37 58

Leche 23.18
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4.2.2.2. ACTIVIDAD DE PLASMINA y DERIVADA DEL PLG

TABLA XVI: actividad de PLMy derivada del PLG en quesos jóvenes de 20 hs

Y madurados .

Las actividades correspondientes a la plasmina y a la derivada del plasminógeno, también

fueron estudiadas. Los resultados obtenidos a lo largo de la maduración pueden verse en la

Tabla XVI •

Nota: los resultados corresponden a promedios de dos mediciones
realizados sobre cada uno de dos quesos considerados replicados para
cada característica. n=4 .
* El supraindice indica la diferencia significativa entre la comparación
de los distintos tiempos de cocción. Los promedios que no presentan
letras iguales son significativamente diferentes (P<0.05) .

%PLM
20 hs madurados

18.53a 23.74a

18.20b 24.31 b

28.36c 24.88c

31.12d 32.26d

0.06

0.07
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3.36c

3,80d

0.06

0.08

Actividad potencial total
20 hs madurados

DE X DE
0.04 9.71a 0.03
0.02 9,83b 0.06

4.57c

4.80d

X
10.13a

9.33b

Temperatur
actPLMlES act deriv PLG /ES

al 20hs madurados 20hs madurados
tiempo
.C/min

X DE X DE X DE X DE
42120 1,877a 0.024 2,305a 0.008 8,256a 0,061 7.404a 0,059
42/40 1,698b 0.016 2,390b 0.052 7,631 b 0,028 7,443a 0,069

54/20 1,296c 0.032 0,836c 0.037 3,278c 0,086 2,522b 0,044
54/40 1,494d 0.104 1,226d 0.019 3,304c 0,066 2,578b 0,115

De la evaluación de los resultados presentados en la tabla anterior, se observa nuevamente

que la concentración total de PLM + PLG varió de acuerdo a las condiciones de

elaboración utilizadas y presentaron una marcada disminución del 38 % en promedio en los

quesos tratados a 54 oC, marcando nuevamente la tendencia de un cambio drástico en ese

punto. La recuperación del complejo siguió la misma tendencia que en el Ensayo 1,

alcanzando valores cercanos a 100 % para los quesos tratados a 42 oC y de 55-58 % para

los tratados a 54 oC.

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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* El supraíndice indica la diferencia significativa entre la
comparación de los distintos tiempos de cocción. Los promedios
que no presentan letras iguales son significativamente diferentes
(P<0.05) .

Al igual que en el Ensayo 1, la actividad de la PLM aumentó significativamente a lo largo

de la maduración de los quesos tratados a 42 oc y disminuyó en los quesos del Grupo 2. La

actividad total acompaña la tendencia de la concentración (Tabla XV), ya que se redujo en

un 62% cuando estudiamos los quesos sometidos a la tecnología correspondiente a quesos

de pasta cocida prensada .

Con respecto a la actividad de la PLM y la derivada del PLG, así corno la actividad total en

quesos jóvenes, el efecto del mantenimiento de la temperatura muestra tendencias distintas

para los dos grupos de quesos. En los del Grupo 1, se observa mayor actividad de la PLM y

derivada del PLG en los quesos cocidos durante 20 minutos, mientras que en el Grupo 2, el

resultado es inverso. Concluirnos que el factor del tiempo de mantenimiento de la cocción,

no tiene un efecto observable común a las dos tecnologías en la actividad del par PLMlPLG

en quesos jóvenes .

En los quesos madurados, en todos los casos, la actividad de la PLM resultó mayor en los

quesos tratados durante 40 minutos. La actividad derivada del PLG no presentó diferencias

significativas en este caso .

4.2.3. INDICADORES DE LA PROTEOLISIS

4.2.3.1. EVALUACIÓN DE LAS FRACCIONES NITROGENADAS

Los resultados obtenidos para la relación Nitrógeno soluble/ Nitrógeno total se muestran en

la Tabla XVII .

TABLA XVII: nitrógeno soluble a pH 4.4 como porcentaje ("/o)

del Nitrógeno total al comienzo (quesos 20 hs) y final de la

maduración y la diferencia entre ambos valores.
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NSINTx 100

temperaturaoC/ quesos 20 hs quesos madurados Diferencia
tiempo (min)

X DE X DE
GRUPO 1

42/20 3.38" 0.07 12.02" 0.05 8.7
42/40 3.28" 0.05 11.67b 0.10 8.4

GRUPO 2
54/20 4.22b 0.04 14.30c 0.10 10.1
54/40 3.95c 0.14 14.44c 0.10 10.5

Nota: Promedio (X) y desvío estándar (DE) de (n=4)
determinaciones realizadas por duplicado en muestras de cada una de
los dos quesos elaborados en 2 distintas tinas .
* El supraindice indica la diferencia significativa entre la
comparación de los distintos tiempos de cocción. Los promedios que
no presentan letras iguales son significativamente diferentes
(P<0.05) .

Los quesos cocidos a 54 oC presentaron valores más altos de la relación NSINT x 100.

También presentaron valores superiores de la diferencia entre los quesos madurados y

jóvenes. Esta es la misma tendencia observada en los quesos del Ensayo 1, sin embargo en

este caso los valores fueron inferiores a los informados precedentemente .

No se observaron diferencias significativas en la diferencia a lo largo de la maduración

entre los quesos sometidos a igual temperatura de trabajo en tina y distinto tiempo de

mantenimiento. Si comparamos el Índice de Maduración (1m) entre los quesos tratados a 20

y 40 minutos, en los quesos del Grupo 1 (42 oC), los resultados muestran que éste es mayor

para aquéllos cocidos durante 20 minutos. Estos resultados concuerdan con la actividad de

PLM y derivada del PLG mayores para estos quesos. En el Grupo 2 (54 oC) no se

detectaron diferencias significativas .

4.2.3.2. DEGRADACIÓN DE LA FRACCIÓN CASEÍNICA

Se evaluó el efecto de la actividad de la plasmina en la proteolisis durante la maduración

de los quesos elaborados a las temperaturas de 42 y 54 oC manteniendo dicha temperatura

durante 20 y 40 minutos para cada caso respectivamente, y siguiendo la tecnología en uso .

La metodología utilizada para evaluarlo, fue la electroforesis en geles verticales de

poliacrilamida-urea, y los quesos fueron analizados al final del período de maduración .
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caseínicas de los quesos sometidos a 42 y S4 oC durante 20 y 40 minutos .

En la Figura 25, puede verse la separación electroforética correspondiente a las fracciones

Figura 25: Urea-PAGE (F 12%, C 4%) de los quesos elaborados según el

protocolo correspondiente y con distintas temperaturas de cocción en tina .

Calles 1, 6 Y 11: leche de partida, calles 2 y 3: quesos cocidos a 42 oC

durante 20 minutos, calles 4 y 5: quesos cocidos a 42 oCdurante 40 minutos,

calles 7 y 8: quesos con cocción a 54 oC durante 20 minutos, calles 9 y 10:

quesos con cocción a 54 oC durante 40 minutos al final de los respectivos

tiempos de maduración.
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Figura 26: registros pertenecientes al Ensayo 2. Fracción insoluble a pH 4.4

de: a) leche, quesos elaborados a temperatura de cocción de b) 42 Y c) 54 oC

respectivamente y mantenidos en esas condiciones durante 40 minutos .

La asignación de los picos considerados para la estimación de la proteolisis, son los

mismos que para el Ensayo l. Pueden verse algunos de los registros representativos en la

Figura 26 .
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En los quesos del Grupo 2, aparece una hidrólisis de la ~-caseina más pronunciada y de la

Clsl-caseína menos pronunciada que en los que fueron tratados a 42°C. De la observación

cualitativa de los electroforetogramas, no se observaron diferencias en la degradación de

las caseínas con el tiempo de mantenimiento de la cocción .

Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseínicas, se

presentan en la Tabla XVIII .

Tabla XVIII: áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas

fracciones caseínicas y las siguientes relaciones como indicadores de la

proteolisis: (as]!/ as] + asd) xIOO, (E y/ fJ +E y) xIOO y (I: y/ fJ) xIOO, de los

quesos tratados a 42, y 54 oC durante 20 y 40 minutos, de acuerdo a la lectura

densitométrica de las bandas obtenidas .

GRUPO 1 GRUPO 2

Picos Leche 42/20 42/40 54/20 54/40

X DE X DE X DE X DE X DE
1 I.14 0.24 1.02 0.24 1.02 0.12 1.32 0.28 0.89 0.08
2 0.37 0.05 0.70 0.05 0.72 0.00 0.99 0.16 0.71 0.07
3 0.55 0.03 1.07 0.08 1.I4 0.07 1.78 0.13 1.77 0.07

4yrCN 2.01 0.08 4.49" 0.15 4.58°" 0.24 5.82" 0.12 6.01 "c 0.17
5YJ-CN 3.09 0.08 4.22° 0.08 4.47" 0.16 5.34c 0.00 5.20c 0.11
6y]-CN 5.31 0.11 3.27° 0.03 3.41° 0.09 4.48" 0.06 4.66c 0.15
70-CN 32.95 0.10 27.45" 0.11 27.14" 0.03 22.22c 0.22 21.74" 0.03

8 0.70 0.18 2.31 0.23 1.94 0.00 1.39 0.26 1.81 0.04
9 2.76 0.16 1.13 0.11 0.84 0.13 1.09 0.02 0.96 0.15

10 1ls2-CN 10.25 0.67 7.95 0.09 8.31 0.63 7.04 0.91 5.71 0.22
11 a,I-CN 31.57 0.72 14.36° 0.40 16.18° 0.36 17.12c 0.24 16.64°C 0.12

12 2.51 0.02 1.53 0.65 1.50 0.23 1.59 0.07 1.71 0.12
13 a,JI-CN 0.43 0.01 18.85° 0.88 17.75" 0.36 16.22c 0.36 15.88c 0.37

14 0.52 0.09 0.23 0.01 0.21 0.03 0.22 0.06 0.23 0.02
15 0.45 0.06 0.28 0.03 0.22 0.01 0.22 0.00 0.21 0.00

16 Drod hid 0.44 0.04 1.58 0.08 1.65 0.03 1.63 0.01 2.25 0.18
17 Drod hid 0.69 0.02 2.65 0.51 2.64 0.70 4.15 0.54 4.83 0.12

18 1.27 0.15 0.14 0.08 0.21 0.02 0.27 0.11 0.18 0.02
19 1.02 0.24 0.09 0.03 0.11 0.00 0.42 0.20 0.21 0.00

20 prod hid 0.31 0.01 2.55 0.95 2.25 0.69 3.82 0.19 4.92 0.33
21 0.76 0.15 0.23 0.09 0.13 0.04 1.56 0.13 1.35 0.08
22 0.10 0.00 2.60 0.27 2.37 0.35 0.10 0.01 0.18 0.04

23 Drod hid 0.12 0.01 1.07° 0.18 0.93° 0.23 0.17° 0.08 0.18° 0.02
24 Drod hid 0.68 0.22 0.26° 0.04 0.28° 0.13 0.77° 0.16 0.87° 0.33
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Relaciones

(1ls1Il1ls1 + Ilsll) x 1.34 0.03 56.76" 0.72 52.31 b 1.00 48.65< 0.83 48.83< 0.66
100

(l:yl P + I:y) x 0.24 0.01 30.38" 0.94 31.46" 1.26 41.36b 0.60 42.20b 0.89
100

a; yl O) x 100 31.59 1.26 43.64" 0.79 45.91" 0.83 70.39b 0.27 73.00< 1.32

*: la K-caseína tiene el mismo frente de migración que la 'Y3-CN,de allí el alto

valor obtenido para esta relación, cuando consideramos la leche .

Nota: los valores son promedio demuestras sembradas y leídas por

cuadruplicado .

* El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de los
distintos tiempos de cocción. Los promedios que no presentan letras iguales
son signjficativamente diferentes (P<0.05) .

Los resultados presentados en la Tabla XVIIl permiten observar que el efecto del tiempo de

mantenimiento de la temperatura de trabajo en tina, impacta en forma diferente en la

proteolisis de las distintas fracciones proteicas. Se observa una menor degradación de la

lls¡I-caseína cuando se mantuvo la temperatura durante 40 minutos en tina debido

probablemente a que las enzimas coagulantes, responsables de la hidrólisis de esta proteína,

son termolábiles y se vieron afectadas por el mayor tiempo de calentamiento en los quesos

tratados a 42 oC. En los quesos tratados a 54 oC, en cambio, debido a la inactivación inicial

de estas enzimas a la temperatura de cocción, independientemente del tiempo, los

resultados para ambos quesos resultaron similares y menores significativamente con

respecto a los del Grupo 1.

En cuanto a la hidrólisis de la ~-caseína cuya responsable principal es la plasmina, su

degradación resultó mayor en quesos tratados durante 40 minutos. Estos resultados

concuerdan con los presentados para la actividad de la PLM, que presentan valores

mayores en los quesos que fueron cocidos durante 40 minutos (Tabla XVI). Sin embargo,

estos resultados no son acompañados por las observaciones relacionadas con la relación de

Nitrógeno Soluble a Nitrógeno Total cuyo valor resultó menor en quesos semicocidos a 42

oC durante 40 minutos y no presentaró diferencias significativas para los quesos cocidos a

54 oC (Tabla XVII). En cuanto a la relación con la concentración retenida de la PLM, no se
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observaron diferencias significativas entre los dos tiempos de calentamiento para ninguna

de las dos tecnologías (Tabla XIV).

En la misma tabla, se observa una proteolisis significativamente superior en los quesos del

Grupo 2 con respecto a los del Grupo l en lo que se refiere a las fracciones de la ~ y y-

caseínas. Esta observación está de acuerdo con las relaciones de NSINT encontradas, y

pueden atribuirse fundamentalmente al proceso de hidrólisis llevado a cabo por la plasmina

y el tiempo de maduración más prolongado de 75 días para este grupo. La acción

relacionada con la hidrólisis producida por las enzimas coagulantes y la batería enzimática

de las Bacterias Ácido Lácticas (BAL) fundamentalmente sobre la asl-caseína, se

mantienen invariables. Si bien la retención del par PLM/PLG es significativamente inferior

en los quesos tratados a 54 oC, éste presenta un porcentaje de enzima activa de 55.45

mientras en los quesos semicocidos, el valor fue de 39.8 en promedio (Tabla XIV).

4.2.3.3. ANÁLISIS DE LA FRACCIÓN SOLUBLE A pH 4.4
Se llevó a cabo el análisis de la fracción del Nitrógeno Soluble a pH 4.4, por RP-HPLC de

los quesos al final de su periodo de maduración .

En la Figura 27 se presenta una selección de los cromatogramas más representativos .

Figura 27: cromatogramas RP-HPLC de los extractos solubles a pH 4.4

pertenecientes a los quesos elaborados a 42 y 54 oCde cocción con tiempos

de mantenimiento de 20 y 40 minutos para cada una de las temperaturas, al

final del período de maduración. a, b, c, d. correspondiente a 42/20, 42/40,

54/20 Y 54/40 respectivamente.

a)
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Los cromatogramas muestran la similitud entre las fracciones correspondientes al

nitrógeno soluble a pH 4.4 de los quesos sometidos a una misma temperatura y distinto

tiempo de cocción. No se observaron diferencias cualitativas ni cuantitativas en los perfiles

peptídicos de los quesos analizados .
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Los perfiles obtenidos en este Ensayo, son compararables a los perfiles peptídicos

observados en el Ensayo l. Se pone de manifiesto, además, la diferencia entre las dos

tecnologías empleadas, como lo habíamos informado previamente .

4.2.4 CONCLUSIONES

No se observaron diferencias significativas en la composición de los quesos madurados

elaborados con los distintos tiempos de mantenimiento de la temperatura en la etapa de

cocción .

Con respecto a la retención del par PLM/PLG en los quesos jóvenes, no se observaron

diferencias significativas en los quesos que fueron sometidos a tiempos de cocción de 20 y

40 minutos a temperaturas de trabajo en tina de 42 y S4 oC respectivamente .

Con respecto a la actividad de la PLM y la derivada del PLG, concluimos que el tiempo de

mantenimiento de la cocción, no tiene un efecto observable común a las dos tecnologías

estudiadas. De acuerdo a los resultados presentados, los quesos del Grupo 1, mostraron

mayor actividad de la PLM y derivada del PLG en los quesos cocidos durante 20 minutos,

mientras que en el Grupo 2, el resultado obtenido fue inverso. En los quesos madurados, en

todos los casos, la actividad de la PLM resultó mayor en los quesos tratados durante 40

minutos. La actividad derivada del PLG no presentó diferencias significativas en este caso .

No se observaron diferencias significativas en la diferencia de la relación porcentual de NS

a Nitrógeno total a lo largo de la maduración entre los quesos sometidos a igual

temperatura de trabajo en tina y distinto tiempo de mantenimiento .

Los perfiles electroforéticos y cromatográficos del nitrógeno soluble a pH 4.4 resultaron

similares. Se observó diferencia en los indicadores de la proteólisis de la beta-caseína,

resultando más proteolizados aquéllos que fueron calentados durante 40 minutos. En el

caso de la usl-caseína se observó una menor degradación cuando se mantuvo la temperatura

durante 40 minutos .
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4.3. EFECTO DE LA TECNOLOGÍA DE ELABORACIÓN DE DISTINTAS

VARIEDADES DE QUESOS EN LA RETENCIÓN DEL PAR PLM-PLG Y EN LA

ACTIVIDAD DE LA PLASMINA y LA DERIVADA DE SU PRECURSOR, EL

PLASMINÓGENO, EN LA PROTEOLISIS PRIMARIA DURANTE LA

MADURACIÓN (ENSAYO 3) .

Tomando como base distintas tecnologías de quesos prensados, prensados semi-cocidos y

prensados cocidos, se incorporó al estudio el queso blanco. Ésta incorporación se basó en el

interés que presentó la posibilidad de comparar tecnologías muy dispares entre sí, e incluir

un queso no prensado y sin maduración .

El estudio se llevó a cabo en queso blanco untable, queso de pasta prensada no cocida tipo

Saint Paulin y Por salut, de pasta cocida prensada del tipo Comté y quesos madurados en

superficie del tipo Camembert. La elección de este tipo de quesos se basó en ser éstos

representativos de una amplia variedad de quesos .

Las diferencias en las tecnologías empleadas se basan en algunas de las etapas de la

fabricación, siendo sobresalientes los aspectos relacionados con 1) los fermentos utilizados

para la acidificación, 2) las temperaturas de tratamiento de la cuajada, 3) la siembra en

superficie (en el caso del tipo Camembert, por ejemplo), 4) la técnica de desuerado, .

prensado y 5) tiempo y condiciones de maduración como puede verse en las Cartas de

fabricación 6 (Ensayo 3). Estas variaciones conducen a la obtención de quesos con

características diferentes y con rendimientos de 35.7%, 13.4%, 10.9%, 8.3% para las

variedades queso blanco untable, tipo camembert, prensado y prensado cocido

respectivamente .

4.3.1. COMPOSICIÓN MAYORITARIA DE LOS QUESOS

Los quesos de cada tipo elaborados el mismo día fueron considerados duplicados ya que la

materia prima fue regular a lo largo de todas las experiencias. La composición de los

quesos jóvenes recién elaborados para el caso de los untables, de aquéllos salidos de

salmuera previo encerado en el caso de los prensados y de los madurados cuando

corresponda, se resumen en la Tabla XIX .
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TABLA XIX: Composición físico-química de los quesos de distintas

variedades utilizando las tecnologías correspondientes. Quesos jóvenes

y madurados .

Quesos jóvenes
(20 hs)

Variedad pH Extracto NTIES
seco

g% queso g%ES

X DE X DE X DE

Untable 4.36 a,' 0.06 20.6S a,' 0.47 5.50 a,' 0.35

Pasta blanda "mole" 4.95 b,b 0.02 45.24b,b 0.11 6.36 b,b 0.06

Prensado no-cocido 5.lS c,c 0.00 50.77c,c 0.13 6.76 c,c O.OS

Prensado cocido 5.41 d,d 0.00 62.34d,d 0.11 6.S4 c,c 0.01

Quesos madurados
. (final período de maduración)

Variedad pH Extracto NTIES NaCl Materia
seco grasa

g % queso g%ES g%ES g%ES

X DE X DE X DE X DE X DE
Untable 4.37 a,' 0.04 21.14 a,' 0.42 5.62 a,' O.lS 0.S4' 0.24 44.46' 0.51

Pasta blanda "mole" 5,OSb,e O.OS 45.12b,b 0.14 6.62 b,d 0.13 5.30b 0.22 50.44b 0.69

Prensado no-cocido 5.34c,f 0.04 51.74c,e 0.25 6.76 b.c O.OS 1.62c 0.06 49.56b 0.13

Prensado cocido 5.62d,g 0,01 63.44d,f 0.54 6.S0 b,c 0.01 0.66' 0.10 49.6lb 0.3S

Nota: Promedio (X) y desvío standard (DE) de determinaciones realizadas por
duplicado en muestras de cada una de los dos quesos elaborados en distintas tinas
(n=4) .
* El primer supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las
distintas tecnologías. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05).
* * El segundo supraíndice después de la coma, índica la comparación entre quesos
jóvenes y madurados. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .

Los resultados obtenidos para los quesos prensados no cocidos y prensados cocidos fueron

semejantes a los bservados para aquéllos tratados en el rango de 32-36 y 50-55 oC,
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respectivamente (Tabla V) del Ensayo 1 ya los fabricados a 54 oc del Ensayo 2. Ésto fue

predecible debido a que se utilizaron tecnologías de elaboración, materia prima e

ingredientes similares .

La relación Nitrógeno total/ Extracto seco presentó una tendencia creciente con la

temperatura de cocción y los valores más altos se observaron en los quesos prensados

cocidos, aún cuando las diferencias no fueron significativas. En cuanto al queso blanco

untable, se observa un valor menor de la relación que el del tipo prensado tipo Camembert

y no cocido. Este efecto puede explicarse porque el bajo pH del queso recién elaborado

(4.48, Carta de fabricación 6) y la acidificación lenta del proceso, producen pérdida de

proteosa peptona y péptidos en el suero. No se observaron diferencias significativas entre

los quesos jóvenes y los "madurados" con excepción del caso del queso tipo Camembert .

Este hecho está de acuerdo con el corto tiempo (6 días) de almacenamiento en cámara para

el queso blanco y que el encerado previene los cambios por pérdida de humedad en los

quesos prensados .

A lo largo del proceso de maduración, el pH insinuó una tendencia creciente como

consecuencia de la proteo lisis secundaria. El porcentaje de cloruro de sodio, resultó

significativamente mayor en el caso de los quesos de pasta blanda "mole" tipo Camembert

debido a que se trabajó con hormas de 250 g cada una y el tiempo de salado fue de 1 hora .

A lo largo del ensayo, los valores que presentaron los parámetros composicionales

estudiados, correspondieron a los rangos establecidos por la normativa para las variedades

estudiadas .

El conjunto de los quesos recién elaborados pertenecientes a las cuatro variedades, pueden

verse en las Figuras 28 a 31.
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Figura 29. Queso tipo Camembert .

Figura 31. Queso tipo Comté .
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Figura 28. Queso tipo blanco untable .
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Figura 30. Queso tipo Saint Paulin
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Los quesos "madurados" se muestran en las Figuras 32 a 35

4.3.2. RETENCIÓN DEL PAR PLASMINAlPLASMINÓGENO

4.3.2.1. CONCENTRACIÓN DE PLASMINA YPLASMINÓGENO EN QUESO Y

SUERO

Figura 35. Quesos de pasta cocida prensada

del tipo Comté.

Figura 34. Quesos de pasta prensada no

cocida del tipo Saint Paulin.

Figura 33. Quesos de pasta prensada no
cocida con maduración en superficie del tipo
Camembert.

Figura 32. Quesos blanco untable,
después de 4 días de almacenamiento en
cámara a 4 oC.
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Las concentraciones de la enzima Plasmina (PLM) y de su precursor el Plasminógeno

(PLG) en queso, suero, y leche utilizada como materia prima, según los resultados

obtenidos por el método ELISA, se resumen en la Tabla XX. Con el fin de poder comparar
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y eliminar la variable de la humedad de la masa de los quesos, los resultados se expresaron

en J.lgde PLM, PLG o del par PLM + PLG con respecto al extracto seco .

TABLA XX: determinación ELISA de la concentración total de PLG + PLM Y

concentración del PLG en quesos jóvenes de distintas variedades .

QUESO SUERO

Variedad PLG PLG+ PLM PLM PLG PLG+ PLM PLM

(uglg ES) % (uglml) %

X DE X DE X X DE X DE X

Untable 6.38' 0.16 12.52' 0.98 6.14 49' 0.86' 0.05 1.63' 0.17 0.77 48'

Pasta blanda 8.35b 0.61 21.lIb 1.90 12.76 60b O.l8b 0.04 0.39b 0.03 0.21 53b

"mole"

Prensado no cocido 22.94' 1.17 32.73' 1.78 9.79 30' 0.39' 0.03 0.53' 0.02 0.14 26'

Prensado cocido 3.65d 0.58 11.61' 0.61 7.96 69d 0.44d 0.05 0.63' 0.04 0.19 29'

leche (uglml) 1.35 0.09 1.95 0.08 0.60 31

Nota: los resultados mostrados en la Tabla XX corresponden al promedio (X) y
desvío estándar (DE) de n=6 determinaciones para cada parámetro .
* El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las
distintas tecnologías. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .

Nuestros resultados muestran diferencias significativas (p<0.05) en la retención del par

PLMlPLG y la relación porcentual de la PLM con respecto al par PLMlPLG entre los

quesos obtenidos por las distintas tecnologias empleadas .

La Tabla XX nos muestra que la retención del par enzimático en el extracto seco, es más

baja para el caso de los quesos blanco untable y prensado cocido. En el primer caso, el

suero presenta una concentración alta del par PLMlPLG. Podría deberse a la transferencia

de la plasmina desde la micela caseínica al suero a pH menores de 5.00 (Fajardo-Lira el al.

2000). La concentración del par PLMlPLG retenida en la cuajada del queso tipo

Camembert, resultó menor que en el caso del queso prensado no cocido a pesar de tener la

misma temperatura de trabajo en tina. Este hecho podría ser explicado por la diversidad de

fermentos utilizados en su fabricación y la adición de glucono-delta-lactona. Estos

resultados concuerdan con los informados anteriormente por Dupont y Grappin (1998) para
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quesos comerciales, donde encontraron valores de 26.4 Jlg/g para queso Gouda y un

promedio de 14 Jlg/g para Camembert .

Los resultados presentados en la tabla anterior, nos permiten observar el descenso en la

retención del par PLM/PLG en la cuajada cuando la tecnología empleada es la del queso de

masa cocida prensada a la temperatura de 52 oC.

El porcentaje relativo de Plasmina con respecto al par PLM/PLG en el queso, resultó mayor

en los quesos de pasta prensada cocida (69%) y en el tipo Camembert (60%). El hecho

observado en el queso prensado cocido fue antes informado en los Ensayos 1 y 2 y se

relacionan con la activación de la plasmina con la temperatura de cocción (Sornmers y

Kelly, 2002; Rampilli y Raja, 1998). En el caso del queso tipo Camembert, este alto

porcentaje de activación podría deberse a la fermentación compleja que se lleva a cabo

durante la fabricación del mismo. Estos resultados concuerdan con los informados por

Dupont y Grappin (1998), quienes encontraron relaciones porcentuales de PLM con

respecto al par PLM/PLG de 25%, 66%, 14% y 75% para los quesos comerciales Boursin

(tipo blanco untable), Camembert, Gouda y Comté respectivamente .

Los porcentajes relativos de PLM observados en queso y suero fueron similares entre sí

para los quesos blanco untable, tipo Camembert y de pasta prensada no cocida. El suero

presentó valores de 98, 88 y 87% de PLM de aquél encontrado en los quesos jóvenes. En el

caso del queso prensado cocido, en cambio, el % de PLM en suero representa el 42% del

porcentaje en el queso joven. Este hecho podría deberse al) que el cambio conformacional

que conduce a la transformación del PLG en PLM ha ocurrido durante el proceso de

trabajo en el molde, prensado, salado y almacenamiento en cámara previo al encerado ó 2)

que la plasmina es retenida preferencialmente con respecto a su zimógeno .

Los resultados que se muestran en la Tabla XXI, corresponden a las concentraciones de

PLM y PLG en la masa total de los quesos jóvenes (queso blanco desuerado y salidos de

salmuera) y en el suero correspondiente, considerando el volumen total del mismo después

del desuerado .
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TABLA XXI: Concentración total del par PLG + PLM en queso y suero

considerando el peso del queso y el volumen de desuerado obtenidos para

cada variedad de queso estudiada .

Peso del queso Concentración PLM+PLG Recuperación

Variedad (g) Queso Suero Total (%)
(mg) (mg) (mg)

X DE
Untable 4286.0 8.5 11.39 12.27 23.66 a 102

Pasta blanda "mole" 1450.1 29.3 13.85 3.94 17.79b 77

Prensado no cocido 1265.0 52.2 21.02 5.53 26.55 e 112

Prensado cocido 972.2 36.8 7.26 6.75 14.01d 60

Leche 23.18

Nota: los resultados de la Tabla corresponden a promedios (X) y desvío estándar (DE)
de tres mediciones realizados sobre dos quesos considerados replicados para cada
característica (n=6) .
* El supraíndice indica la diferencia significatíva entre la comparación de las distintas
tecnologías. Los promedios que no presentan letras iguales son significativamente
diferentes (P<0.05) .

De la evaluación de los resultados presentados en la tabla anterior, se observa que las

concentraciones totales de PLM + PLG variaron significativamente (p<0.05) de acuerdo a

la tecnología para las distintas variedades. Se observó una reducción brusca (del 42-52 %)

en la recuperación de la concentración total presente en leche, en los quesos prensados

cocidos a 52°C, con tecnología de tipo Comté, marcando nuevamente la tendencia

observada en los Ensayos 1 y 2. La recuperación del complejo presentó valores cercanos a

100 % para los quesos prensados no cocidos y el queso blanco untable. El tipo Camembert

presentó una recuperación del 77% .

Este efecto no puede ser explicado por el pH de elaboración, ya que en el caso del queso

blanco, el pH en la cuajada fue menor y desfavorable para la retención del par enzirnático .

Sin embargo, la recuperación total fue del 102% ya que gran parte del mismo fue

transferido al suero. A diferencia de los quesos de pasta prensada cocida, la temperatura de

trabajo en tina es de 34 oC, temperatura a la cual no ocurren cambios conforrnacionales de

los grupos tiol de la enzima ni desnaturalización parcial de la ~-lactoglobulina. En cambio,
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el efecto de la glucono-delta-Iactona y los fermentos utilizados para la elaboración del

Camembert, podrían ser la causa de la baja recuperación del par .

4.3.2.2. ACTIVIDAD DE PLASMINA y DERIVADA DEL PLG

Las actividades correpondientes a la plasmina y a la derivada del plasminógeno, también

fueron estudiadas. Los resultados obtenidos a lo largo de la maduración pueden verse en la

Tabla XXII .

TABLA XXII: actividad de PLMy derivada del PLG en quesos jóvenes de 20
hs y madurados respectivamente según el método de detección
espectrojotométrico .

Actividad de PLM Actividad derivada del PLG

Variedad 20hs madurados 20hs madurados

X DE X DE X DE X DE
Untable 0,67" , 0.01 086 •.b 0.09 9,57 •.' 0,45 9,60" , 0.39,

Pasta blanda "mole" 1 29 b.b 0,07 161 b.' 0,02 8,27 b, b 0,26 820 b.b 0,17, , ,
Prensado no cocido 1,86'" 0,01 209 ,.d 0,02 9,84 •.• 0,09 8,97 ',' 0,36,
Prensado cocido 1 12 d,d 0,17 088 ,.d 0,17 2,78'" 0,07 2 36 d,d 0,04, , ,

Actividad potencial total %PLM
20 hs madurados 20hs madurados

X DE X DE
10,24'" 0,46 10,47 •. ' 0,30 6.54 •.' 821 •.b,
956 b.b 0,33 980 b,b 0,19 1350b,b 1643 b.,, , , ,
11,70'" 0,08 11,06 '.' 0,33 15,90 '.' 1890'.d,
390 d,d 0,10 323d,f 0,21 2872 d,d 2724 d,., , , ,

* El primer supraindice indica la diferencia significativa entre la
comparación de las distintas tecnologías. Los promedios que no presentan
letras iguales son significativamente diferentes (P<O.OS).
** El segundo supraíndice después de la coma, indica la comparación
entre quesos jóvenes y madurados. Los promedios que no presentan letras
iguales son significativamente diferentes (P<O.OS).

Los resultados presentados, muestran que la actividad de plasmina varia significativamente,

aumentando del queso untable, eamembert y queso tipo Saint Paulin, y decrece para el

queso de masa cocida, concordando con los resultados encontrados en los Ensayos

precedentes. La actividad derivada del PLG, no presenta diferencias significativas (p<O.OS)
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entre los quesos untable y de pasta no cocida. Muestra un descenso brusco cuando se trata

de la tecnología de pasta prensada cocida tipo Comté.

Rampilli Y Raja (1998), mencionan que las características que más afectan la actividad

residual de la plasmina se relacionan con las condiciones de cocción y el pR de los quesos.

Informan que los valores más bajos de la actividad de PLM se encuentran en quesos de

pasta no cocida especialmente con bajos valores de pR. Los mismos autores mencionan

que ocurren cambios en el sistema PLM/PLG durante el período de maduración.

Los resultados de la Tabla XXII muestran que la actividad de la PLM aumenta

significativamente (p<0.05) entre los quesos jóvenes y madurados para las variedades

untab1e, tipo Camembert y pasta prensada. En el caso de los quesos de pasta prensada

cocida tipo Comté, se observó un descenso de 1.12 a 0.88 Unidades enzimáticas en la

actividad de la PLM que resultó no ser significativo. Femández et al. (2005), observaron

que la actividad de la plasmina exhibió diferencias significativas entre quesos comerciales

de pasta cocida, semicocida y no cocida, obteniéndose los valores más altos para los quesos

de pasta cocida. Atribuimos estas diferencias, al estudiar quesos comerciales en que no se

conoce en detalle el tipo de fermentos y tecnología empleada.

La actividad potencial total (Tabla XXII) acompaña la tendencia de la concentración

(Tabla XXI), y observamos valores de 10.47 y 11.06 Unidades/g de extracto seco para los

quesos untable y prensados no cocidos, de 9.80 para el tipo Camembert y de 3.23 para los

quesos de pasta cocida prensada, marcando el descenso de actividad total como ya fuera

observado en los Ensayos anteriores. En cuanto al porcentaje relativo de actividad de PLM

respecto al par PLM/PLG, éste es más alto para los quesos que fueron sometidos al proceso

de cocción de la cuajada, como ya fuera mencionado anteriormente para la concentración

(Tabla XX).

Los resultados de la Tabla XXII muestran que no hay cambios significativos en la actividad

potencial total de los quesos de tipo untable y Camembert durante la maduración. En

cambio, hay una disminución significativa para los quesos prensados no cocidos y los de

pasta prensada cocida. Ginzinger et al. (1999), Bastian et al (1997), Too et al. (1997), Song

et al (1993), Ollikainien et al (1988) entre otros observaron que el nivel de actividad de

PLM disminuía gradualmente a lo largo del período de maduración. En otro estudio,
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Femández et al. (2005), observaron un incremento en la actividad de la PLM durante la

maduración de un queso de pasta prensada cocida de tipo experimental, atribuyéndolo a la

activación del PLG en la masa .

Antonsson et al (2003) mostraron variación en la actividad de la plasmina entre quesos de

pasta semi-dura elaborados en distintos establecimientos. Esto concuerda con nuestros

resultados, en los que hemos puesto en evidemcia que la actividad de la enzima está

íntimamente relacionada con la tecnología empleada y no es conveníente, por lo tanto,

generalizar .

Los resultados mostrados en la Tabla XXIII representan las diferencias de concentración y

actividad de la PLM en los quesos jóvenes, al cornÍenzo de la maduración y al final de la

misma .

Tabla XXIII: diftrencia de concentración y actividad de PLM entre el

final y comienzo de la maduración.

Variedad Concentración de PLM Actividad de PLM Diferencia de
Ilglg ES Unidadeslg

Concentra-
20 bs madurados 20 bs madurados cióo Actividad

X DE X DE X DE X DE
Untable 2.62 "" 0.05 3.00 "" 0.32 0,67 "" 0.01 086 "b 0.09 0.38" 0.1900,

Pasta blanda "mole" 9.47b•
b 0,05 13 62 b,o 0,34 1 29 b. b 0,07 161 b,o 0,02 4.15b 0.32b

, , ,
¡prensado no cocido 12.34 '.' 0.08 11.50 ,,r 0.28 1,86 ',' 0,01 209'.f 0,02 -0.84 ' 0.23 b,

Prensado cocido 4.70 d,d 0,17 4.40 d,f 0.15 1 12 d,d 0,17 ° 88 "d 0,17 -0.30 ' -0.24", ,

* El primer supraíndice indica la diferencia signíficativa entre la comparación de las
distintas tecnologías. Los promedios que no presentan letras iguales son
signíficativamente diferentes (P<0.05) .
** El segundo supraíndice después de la coma, indica la comparación entre quesos
jóvenes y madurados. Los promedios que no presentan letras iguales son
signíficativamente diferentes (P<0.05) .

Estos resultados nos permiten observar que no siempre el aumento de la actividad durante

la maduracion, va acompañado por cambios conformacionales del PlasrnÍnógeno para

transformarse en PLM. Éste es el caso del queso prensado tipo Saínt Paulin en el cual la

concentración de PLM disminuyó y la actividad se incrementó significativamente en 0.23
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unidades/g durante la maduración. Esto puede explicarse como una activación de la PLM

pre-existente .

En el queso tipo Camembert la diferencia de concentración de PLM en quesos madurados

con respecto a los quesos jóvenes es importante (4.15 ¡J.g/g ES). Este aumento, sin

embargo, no se ve reflejado cuantitativamente en la actividad. Ésta aumentó

significativamente 0.32 unidades a lo largo de la maduración. Esto indicaría que no toda la

PLM se encuentra activa .

4.3.3. INDICADORES DE LA PROTEO LISIS PRIMARIA y SECUNDARIA

4.3.3.1. EVALUACIÓN DE LA FRACCIÓN NITROGENADA

Los resultados obtenidos para la relación Nitrógeno soluble/ Nitrógeno total se muestran en

la Tabla XXIV .

TABLA XXIV: nitrógeno soluble a pH 4.4 como porcentaje ("/o) del

Nitrógeno total al comienzo y final de la maduración y la diférencia entre

ambos valores .

NSINTx 100

Variedad quesos jóvenes quesos madurados Diferencias

X DE X DE X

untable 13.87 a,a 2.10 14.26 a,a 0.86 0.39

Pasta blanda "mole" 6.29 b.b 0.73 14.69 a,e 0.93 8.40

Prensado no-cocido 5.10 cd,e 0.10 18.88 b,f 0.29 13.78

Prensado cocido 3.66 d,d 0.17 11.26 e,g 0.08 7.60

Nota: Promedio (X) y desviación standard (DE) de 2 determinaciones realizadas
por duplicado en muestras de cada una de los dos quesos elaborados en 2 distintas
tinas en días sucesivos (n=4).
* El primer supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las
distintas tecnologías. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .
* * El segundo supraíndice después de la coma, indica la comparación entre quesos
jóvenes y madurados. Los promedios que no presentan letras iguales son
significativamente diferentes (P<0.05) .
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Las variedades de quesos estudiadas presentaron relaciones porcentuales de Nitrógeno

Soluble diferentes significativamente (p<0.05), indicando que los procesos de proteolisis

ocurren con diferente intensidad.

Los valores del porcentaje relativo de Nitrógeno Soluble en los quesos prensados no

cocidos y cocido jóvenes concuerdan con los valores obtenidos anteriormente en el Ensayo

1para los quesos elaborados a 32 y 50 oCrespectivamente. Sin embargo, si bien el primero

sufrió un aumento del nitrógeno soluble acorde con el informado en la Tabla X (Ensayo 1)

y cuya diferencia fue de 12.0% en ese caso y de 13.78% en el actual, el comportamiento de

la proteolisis durante la maduración de los quesos prensados cocidos fue significativamente

menor en el presente caso, obteniendo diferencias de 7.60% contra 12.6% del ensayo

anterior.

En cuanto al queso blanco untable, el alto porcentaje de nitrógeno soluble respecto del total

en los quesos jóvenes, se explica por el suero retenido en la cuajada y se compadece con el

rendimiento (35.7%) y humedad resultantes para este tipo de tecnologías. La escasa

proteolisis durante la "maduración" se debe al corto tiempo de almacenamiento (6 días a

4°C) así como el pH desfavorable para la actividad de las enzimas proteolíticas

provenientes de las bacterias ácido lácticas presentes. Adicionalmente, es un queso con

muy baja concentración de coagulante utilizado para la coagulación y por lo tanto la acción

del mismo es leve. Por lo expuesto, observamos que, si bien la relación es alta, es un

queso con muy baja proteolisis .

El queso tipo Camembert fue estudiado luego del período de maduración mínimo para

observar el crecimiento de mohos en superficie y en el cual la proteolisis aún no fuera

evidente sensorialmente con cambios de color y textura en la pasta. Este queso sufre,

durante su maduración una proteolisis desde el exterior hacia el interior y puede estudiarse

en distintos momentos de la misma. En nuestro estudio, este queso presentó una proteolisis

pronunciada .

4.3.3.2. DEGRADACIÓN DE LA FRACCIÓN CASEÍNICA
Se evaluó el efecto de la actividad del coagulante y la plasmina en la proteolisis durante la

maduración de los quesos de distintas variedades. La metodología utilizada para evaluarlo,

fue la electroforesis en geles verticales de poliacrilamida-urea, y los quesos fueron

analizados al final del período de maduración.
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En la Figura 36, puede verse la corrida electroforética correspondiente a las fracciones

caseínicas de los quesos experimentales correspondientes a distintas variedades: blanco

untable, tipo Camembert, pasta prensada no cocida y pasta prensada cocida

Figura 36: Urea-PAGE (T 12%, C 4%) de los quesos elaborados según el

protocolo correspondiente y con distintas tecnologías. Calles 1,2, 3, 4, 13 Y

14: leche de partida, calles 5 y 6: queso blanco untable, calles 7y 8: quesos

pasta blanda "mole", calles 9 y 10: quesos prensados no cocidos, calles 11Y

12: quesos prensados cocidos al final de los respectivos tiempos de

maduración.

9 10 11 12 13 1486 75

Ensayo 3. Distintas tecnologías.
Leche y quesos "madurados" .
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Figura 37: registros pertenecientes al Ensayo 3. Fracción insoluble a pH

4.4 de: a) leche, b) queso blanco untable, c) queso pasta blanda "mole", d)

queso prensado no cocido y e) queso prensado cocido.

La asignación de los picos considerados para la estimación de la proteolisis, son los

mismos que para los Ensayos 1 y 2. Pueden verse algunos de los registros representativos

en la Figura 34 .
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Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseínicas, se

presentan en la Tabla XXV .
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I '.'
I

S-CN
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Tabla XXV: áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas

fracciones caseínicas y las siguientes relaciones como indicadores de la

proteolisis: (Us,II Usl + Us,I) xIOO, (L y/ ~ +~y) xlOO y (~ y/ ~) xIOO, de los

quesos de distintas variedades, de acuerdo a la lectura densitométrica de las

bandas obtenidas. Promedio (X) y desvío estándar (DE) obtenido a partir de la

lectura de cuatro calles, n=4 .

PRENSADA no PRENSADA
LECHE Untable Pasta blanda cocida cocida

Fracciones Área relativa Área relativa Área relativa Área relativa Área relativa
(%) (%) (%) (%) (%)
X DE X DE X DE X DE X DE

1 1.755 0.164 1.417 0.112 1.633 0.157 1.513 0.112 1.218 0.212
2 0.355 0.017 0.255 0.085 0.353 0.021 0.998 0.264 0.728 0.234
3 0.415 0.133 0.335 0.119 0.490 0.042 0.630 0.090 1.573 0.238

4y,-CN 2.030 0.381 1.725' 0.174 2.165'b 0.387 3.200b 0.348 4.405' 0.410
5y,-CN 2.390 0.162 0.853' 0.180 1.588' 0.186 4.043b 0.319 3.318b 0.370
6Y3-CN 4.610 0.162 1.228' 0.082 2.043b 0.054 2.928' 0.293 3.158' 0.336
7ll-CN 32.685 0.976 26.715'b 2.599 28.203' 1.762 25.500'b 2.138 24.470b 0.901

8 0.825 0.133 2.943 0.290 2.953 0.322 3.650 0.411 J .410 0.206
9 2.580 0.416 0.495 0.049 1.055 0.231 1.323 0.209 1.043 0.171
10 9.310 0.878 13.810 1.059 11.693 1.523 8.205 1.077 5.067 0.692

11 u,,-CN 34.075 0.941 29.343' 2.715 13.450b 1.548 7.368' 0.660 21.050d 2.466
12 2.635 0.329 2.750 0.298 1.185 0.238 1.330 0.158 1.463 0.143

13u,¡I-CN 0.410 0.069 6.418' 0.626 17.308b 1.410 23.203' 1.692 11.810d 1.615
14 0.445 0.064 0.925 0.159 0.177 0.015 0.290 0.091 0.223 0.097
15 0.425 0.006 0.588 0.078 0.185 0.081 0.373 0.013 0.220 0.041
16 0.385 0.156 0.958 0.151 1.240 0.112 1.428 0.319 1.528 0.122
17 0.575 0.121 0.620 0.116 1.793 0.126 2.998 0.383 3.283 0.314
18 0.890 0.115 0.770 0.115 1.197 0.240 0.485 0.118 0.505 0.035
19 0.915 0.260 1.263 0.395 1.453 0.287 0.445 0.158 0.455 0.124
20 0.180 0.058 0.567 0.067 2.430 0.083 2.933 0.456 4.015 0.305
21 0.835 0.283 1.540 0.251 0.260 0.052 0.245 0.093 0.203 0.119
22 0.285 0.052 0.405 0.063 1.408 0.096 1.625 0.025 1.495 0.069

23 prod bid 0.200 0.046 0.173' 0.071 1.853b 0.316 1.623' 0.160 0.183' 0.032
24 prod bid 0.865 0.237 0.190' 0.018 0.263'b 0.035 0.428b 0.029 1.103' 0.259

25 0.377 0.183

Relaciones
(11,,11 11" + 11,,1) x

100 1.19 0.02 17.95' 1.65 56.27b 1.48 75.90' 1.18 35.94d 2.04
(l: y/ 11+ I: y) X

30.78d
100 21.65 1.38 12.47' 0.76 17.05b 0.60 28.51' 0.77 0.50

(l: y/ 11) x 100
27.60 0.42 14.25' 1.38 15.04' 0.94 39.88b 1.67 44.47' 1.64
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Nota: a) los valores son promedio demuestras sembradas y leídas por cuadruplicado .

luJa K-caseína tiene el mismo frente de migración que la Y3-CN, de allí el alto valor

obtenido para esta relación, cuando consideramos la leche .

* El supraíndice indica la diferencia significativa entre la comparación de las distintas
tecnologías. Los promedios que no presentan letras iguales son significativamente
diferentes (P<O.OS).

La tecnología utilizada presenta un efecto significativo sobre las fracciones y2, yl, y3 ,

productos de hidrólisis de la ~-CN (bandas 8 ylO), asl-CN, 12, UsI I-CN y productos de

hidrólisis de la asl-CN (bandas 23 y 24) (p<0.001), de la ~-CN (p<0.01) y de otras

fracciones como la 2, y 22 (p<0.05) .

De la evaluación de estos resultados aparece claramente que la hidrólisis de la as l-caseína,

indicador de la actividad de la quimosina y expresada por la relación (usll! asl + UslI) x 100,

es muy fuerte en los quesos de pasta prensada tipo Saint Paulin, en un grado medio en los

de tipo Camembert mientras que su actividad es reducida en los quesos de pasta prensada

cocida tipo Comté. Este efecto es motivado por la desnaturalización de la enzima por la

temperatura de cocción (Sommers y Kelly, 2002; Addeo et al. 1997; Fox y McSweeney,

1996). En los quesos untables, la proteo lisis fue muy débil debido fundamentalmente al pH

poco favorable, a la baja concentración de coagulante utilizada y al tiempo de

"maduración" reducido. Esta observación está de acuerdo con los valores de NS/NT

encontradas .

En términos generales, las fracciones y2-CN, yl-CN y y3-CN presentaron diferencias

significativas entre las variedades de quesos estudiados. Se observó una tendencia creciente

a medida que estudiamos los quesos blanco untable, tipo Camembert, pasta prensada no

cocido tipo Saint Paulin y cocidos tipo Comté. Ésto implica que la proteolisis derivada de

la acción de la plasmina y expresada por las relaciones (~yl ~+ ~ y) x 100 Y~ yl ~) x 100

resultó mayor en los quesos prensados cocidos. Si bien éstos corresponden a los quesos con

menor concentración de PLM y PLG retenido (Tabla XXll), la enzima se mantiene activa

durante un período de maduración más prolongado .

Paralelamente a estas observaciones sobre las fracciones caseínicas identificadas, resulta

interesante la observación de ciertas bandas no identificadas .
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>- La fracción 21 es significativamente (p<0.05) más importante en los quesos de

pasta prensada cocida que en las otras tecnologias. En los mismos, el porcentaje de

esta fracción parecería aumentar gradualmente con las diversas tecnologías .

>- Las fracciones 22 y 23 representan un porcentaje mayor en los quesos prensados y

tipo Camembert que en los de tipo untable y pasta cocida. Esto nos permite inferir

que se trata de compuestos de hidrolisis obtenidos por la acción de la quimosina

(como la aslI-caseína) .

>- Las fracciones 20 y 24 están presentes en las distintas tecnologías de manera similar

a las y-caseínas y podrían provenir, por lo tanto, de la acción de la plasmina .

>- La actividad de la plasmina antes de la maduración traducida en el aumento de las

y-caseinas y la disminución de la' ~-caseina, aumenta de forma significativa a

medida que nos acercamos a la tecnología de pasta prensada cocida dando como

resultado que el queso untable presenta menor actividad que el tipo Camembert, y

éste menor que el de pasta prensada tipo Saint Paulin y éste menor que el de pasta

prensada cocida tipo Comté. Esta clasificación debería encontrarse igualmente

durante el período de maduración ya que la duración del mismo también aumenta .

4.3.3.3. ANÁLISIS DE LA FRACCIÓN SOLUBLE A pH 4.4
Se llevó a cabo el análisis de la fracción del Nitrógeno Soluble a pH 4.4, por RP-HPLC de

los quesos al final de su período de maduración .

En la Figura 38 se presenta una selección de los cromatogramas más representativos .

Figura 38: cromatogramas RP-HPLC de los extractos solubles a pH 4.4

pertenecientes a los quesos elaborados empleando distintas tecnologías,

al final del período de maduración. Extractos a, b, c, d, correspondiente

a queso blanco untable, queso pasta blanda "mole", queso pasta prensada

tipo Saínt Paulin y queso de pasta prensada cocida tipo Comté

respectivamente .
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d) .os

Para una mejor comparación de los perfiles del Nitrógeno soluble a pH 4.4, se presentan en

esta misma figura, el registro superpuesto de las cuatro tecnologías:
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En cuanto al perfil peptídico relacionado con la tecnología del Camembert, se observa una

gran cantidad de péptidos eluidos entre los 20 y 50 minutos que demuestran la

fermentación compleja de este tipo de productos. Se observan, sin embargo, péptidos

comunes con el queso de pasta prensada y prensada cocida, provenientes muy

probablemente, de la hidrólisis de la llsl-CN por la quimosina. Por comparación del perfil

peptídico con otros autores (McSweeney, 2004) inferimos que se trata de las lactocepinas,

fragmentos fl-9 y fl-13 de la lls¡-CN. Ésto estaría de acuerdo con los valores encontrados

en la Tabla XXIV para las fracciones 14 a 22.

Los perfiles peptídicos obtenidos en este Ensayo para el queso tipo Saínt Pau1iny Comté,

son compararables a los observados en el Ensayo 1 para los quesos elaborados a 32 oC

(Grupo 1) Ya 50-55 oC(Grupo 2). Los perfiles peptídicos obtenidos de la fracción soluble

Los cromatograrnas muestran diferencias cuali y cuantitativas entre los extractos

pertenecientes a las distintas tecnologías. En los quesos del tipo untable se observa una

baja concentración de péptidos originados por la proteolisis. Queda retenida, sin embargo,

una alta concentración de beta y alfa lactoglobulinas, lo que nos permite explicar la

relación porcentual de NS/NT similar al queso tipo Camembert.
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del queso tipo Saint Paulin, presenta los péptidos cuantitativamente más importantes. Ésto

concuerda con el valor encontrado para la relación porcentual de NS a NT de 18.88 que

resultó ser la mayor para todas las tecnologías .

Como observamos en el Ensayo 1, los extractos pertenecientes al queso tipo Comté se

caracterizan por presentar un perfil cualitativamente similar al anterior, pero muy

disminuido en el área, hecho que fuera tratado anteriormente. Adicionalmente, podríamos

pensar que una parte de los péptidos fueron aún más profundamente hidrolizados a

aminoácidos y péptidos menores que no vemos en estos cromatogramas .

4.3.4. CONCLUSIONES

La composición mayoritaria de los quesos madurados elaborados con distintos tecnologías

correspondió a la propia de cada tipo .

En los quesos jóvenes, se observaron diferencias significativas en la retención del par

PLM/PLG obteniéndose valores mayores en los quesos tipo Camembert y Saint Paulin. Los

porcentajes relativos de PLM fueron mayores para los casos del queso tipo Camembert y

Comté con valores de 60-70%. En los casos de quesos untable, Saint Paulin y Camembert,

el porcentaje relativo de PLM fue similar en el queso joven y el suero indicando que no

hubo transformación conformacional durante el periodo de elaboración, prensado y salado

de los quesos (en caso de corresponder este paso). En cambio en el queso de pasta prensado

cocido, hay un incremento de la relación porcentual de PLM respecto del par PLM/PLG de

29% en el suero a 69% en el queso jóven. La transformación conformacional ocurrió

durante los pasos de la elaboración antes mencionado. (Tabla XXI)

La actividad de la PLM y la derivada del PLG, mostraron diferencias significativas entre

los quesos jóvenes y madurados de las distintas tecnologías y de los porcentajes de

actividad de PLM con respecto al total. Se observa que el porcenje relativo más alto se da

para los quesos de pasta cocida prensada madurados. Este porcentaje es de algo menos de

30%. Ésto indica que no toda la PLM disponible se encuentra activa (TablaXXIII). Se

informa, como en los Ensayos anteriores, la disminución brusca de actividad para el caso

de los quesos de pasta prensada cocida .
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Los perfiles electroforéticos y cromatográficos del nitrógeno soluble a pH 4.6 resultaron

diferentes significativamente. Se observaron diferencias significativas en los indicadores de

la proteólisis de la beta-caseína resultando más proteolizados aquéllos que corresponden a

quesos de pasta prensada cocida tipo Comté. Con respecto a la hidrólisis de la !Xsl-caseína,

los más proteolizados resultaron aquéllos que corresponden a quesos de pasta prensada

tipo Saint Paulin y Camembert (Tabla XXV) .
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4.4. ESTUDIO DE LA ACCIÓN DE LAS ENZIMAS PLASMINA y QUIMOSINA

DURANTE LAS DISTINTAS ETAPAS DE LA ELABORACIÓN Y LA

MADURACIÓN DE DISTINTAS VARIEDADES DE QUESOS (ENSAYO 4).

4.4.1 INDICADORES DE LA PROTEOLISIS

4.4.1.1. DEGRADACIÓN DE LA FRACCIÓN CASEÍNICA

Se evaluó el efecto de la actividad del coagulante y de la plasmina en la proteo lisis durante

las distintas etapas de la elaboración y hasta el final de la maduración de los quesos de

distintas variedades. El objetivo fue conocer en qué momento se produce la acción de estas

enzimas .

Los quesos fueron analizados en distintas etapas de la elaboración .. Con este objetivo se

tomaron muestras de la leche materia prima, la cuajada, la cuajada en el momento del

desuerado, el queso joven y el queso madurado. Adicionlmente, se tomaron muestras del

suero obtenido durante el desuerado para evaluar su perfil proteico por medio de la

electroforesis .

En las Figuras 39 y 40, pueden verse las corridas electroforéticas correspondientes a las

fracciones caseínicas de las distintas etapas de cuajada, cuajada durante el desuerado, queso

joven (20hs) y madurado, suero y leche materia prima durante la elaboración de los quesos

experimentales de distintas variedades: blanco untable, tipo Camembert, pasta prensada no

cocida tipo Saint Paulin y pasta prensada cocida tipo Comté .
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Figura 39: Urea-PAGE de los etapas de elaboración de quesos

experimentales correspondiente a queso blanco untable y queso tipo

Camembert. Calles 1, 7 Y 13: leche de partida, calles 2, 3, 4, 5 Y 6:

queso blanco untable, calles 8, 9, 10, 11 Y 12: quesos tipo Camembert.

Las muestras sembradas correponden a las siguientes etapas de la

elaboración: cuajada al corte (C), cuajada en el desuerado (T),

lactosuero (S), quesos jóvenes (D) y quesos madurados al final de la

maduración (F).
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Ensayo 4. Distintas etapas en la
elaboración del queso blanco untable y
pasta "mole" del tipo Camembert.

C: cuajada (al corte)
T: cuajada (al desuerado)
D: queso joven (20 hs)
F: queso "madurado"
S: lactosuero
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Ensayo 4. Distintas etapas en la elaboración
. del queso pasta prensada tipo Saint Paulin y
. pasta prensada cocida tipo Cornté .

c: cuajada (al corte)
T: cuajada (al desuerado)
D: queso joven (20 hs)
F: queso umadurado"
S: lactosuero

••

1.20

1, '" .

Figura 40: Urea-PAGE de los etapas de elaboración de quesos

experimentales correspondiente a queso de pasta prensada tipo Saint

Paulin y queso de pasta prensada cocida tipo Comté. Calles 1, 7, 8 Y 14:

leche de partida, calles 2, 3, 4, 5 Y 6: queso pasta prensada tipo Saint

Paulin, calles 9, 10, 11, 12 Y 13: quesos pasta prensada cocida tipo

Comté. Las muestras sembradas corresponden a las siguientes etapas:

cuajada al corte (C), cuajada en el desuerado (T), lactosuero (S), quesos

jóvenes (O) y quesos madurados al final de la maduración (F).
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4.5.1.1.1. Queso blanco untable

La asignación de los picos considerados para la estimación de la proteolisis, son los

mismos que para el Ensayo 1, 2 Y 3. Los registros comparados de las calles

correspondientes a la fracción caseínica de cada una de las etapas estudiadas para el queso

blanco untable, pueden observarse en la Figura 41.

Fignra 41: electroforetogramas de las etapas de elaboración

y estacionamiento del queso untable .
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••••• Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseínicas, se

• presentan en la Tabla XXVI.

•• Tabla XXVI: áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas•• fracciones caseínicas de las distintas etapas de la elaboración del queso

• blanco untable, de acuerdo a la lectura densitométrica de las bandas

• obtenidas. Promedio (X) y desvío standard (DE) obtenido a partir de la• lectura de cuatro calles, n=4.•••• Cuajada durante Queso

• Leche Cuajada el desuerado guesojóven etacionado

• Área relativa Área relativa Área relativa Area relativa Área relativa

• Fracciones X DE X DE X DE X DE X DE
1 1.257 0.278 1.177 0.197 1.157 0.145 1.230 0.082 1.257 0.300• 2 0.336 0.075 0.185 0.007 0.175 0.035 0.145 0.092 0.205 0.021• 3 0.638 0.123 0.265 0.007 0.255 0.035 0.245 0.106 0.335 0.035

• 4 y,-CN 2.468 0.173 1.747 ' 0.142 1.720 ' 0.252 2.123b 0.194 2.083 b 0.206

• Sy,-CN 2.905 0.127 0.727 ' 0.025 0.777 ' 0.057 1.170 b 0.075 1.140 b 0.145

• 6 Y3-CN 4.690 0.207 1.013' 0.124 0.997' 0.015 J.157' 0.055 1.313b 0.061• 71l-CN 32.898 0.685 29.830b 0.350 29.977b 0.732 30.400b 0.704 27.857' 0.465

• 8 0.938 0.145 2.183 0.251 2.287 0.290 2.024 0.101 3.013 0.196

• 9 2.768 0.217 3.140 0.114 2.593 0.227 1.047 0.225 0.815b 0.049
10 (LP1) 9.953 1.269 12.857' 1.084 12.573' 0.689 11.960' 0.440 13.330b 0.964• 11 a.,-CN 32.467 0.997 33.387b 0.165 33.257b 0.172 31.880b 2.321 30.397' 0.496• 12 2.602 0.149 3.033 0.170 2.930 0.075 2.833 0.295 2.977 0.231• 13 a.t.-CN 0.310 0.059 3.847' 0.384 4.047b 0.147 5.083' 0.462 5.717d 0.146• 14 0.300 0.088 0.425 0.064 0.427 0.051 0.505 0.021 0.383 0.051• 15 0.438 0.093 0.520 0.014 0.487 0.049 0.450 0.042 0.675 0.191

• 16 0.348 0.048 0.517 0.189 0.607 0.091 0.540 0.014 0.703 0.060

• 17 0.646 0.099 0.800 0.062 0.930 0.014 0.745 0.064 1.180 0.028
18 1.188 0.285 1.067 0.055 1.193 0.110 1.113 0.102 1.590 0.000• 19 0.930 0.087 0.480 0.014 0.570 0.028 0.847 0.095 1.400 0.014• 20 0.420 0.026 0.350 0.000 0.503 0.085 1.063 0.283 1.283 0.413• 21 0.548 0.120 0.130 0.014 0.307 0.081 0.673 0.042 0.535 0.021

• 22 0.165 0.037 1.243 0.242 1.277 0.061 1.013 0.102 1.323 0.085

• 23 prod bid 0.282 0.092 0.1 30' 0.014 0.290b 0.026 0.255b 0.049 0.695' 0.092

• 24 prod bid 0.275 0.083 0.125' 0.007 0.257b 0.065 0.250b 0.042 0.345' 0.064

•• De acuerdo a los resultados obtenidos para los quesos jóvenes y estacionados (tiempo

• transcurrido igual a 4 días), observamos diferencias significativas entre las distintas etapas
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sobre las fracciones correspondientes a la y2-CN, yl-CN, Us]-CNy l1s]I-CNcon un nivel de

discriminación de p<O.OOI,de la fracción xlO correspondiente a productos de hidrólisis de

la l1s]-CN (LPl-f 88-199) con p<O.OI y las fracciones x17, xl9 y x20 correspondientes

también a productos de hidrólisis no identificadas con p<0.05.

Como fuera mencionado previamente, la producción de y-CNs se considera como un

indicador de la acción enzimática de la plasmina. En lo referente a la evolución de las

bandas identificadas a 10 largo de la elaboración, se observa que el porcentaje de y2-CN,

yl-CN aumenta levemente a partir de las 20 hs y no se modifica significativamente

(p<0.05) durante la "maduración". Estos resultados nos permiten inferir que la PLM

actuaria en las etapas de desuerado lento (durante la noche alrededor de 16 hs) que se

produce en este tipo de quesos.

La concentración de l1s11-CN,indicadora de la actividad primaria de la quimosina, si bien

presenta valores bajos, aumenta durante las etapas de la elaboración. Se observó un

incremento significativo a lo largo de las distintas etapas de elaboración y también durante

su corto período de maduración que en este caso fue de 4 días. Podemos concluir que en la

tecnología utilizada para este tipo de queso, hay una actividad significativa de la quimosina

durante el trabajo en tina y a lo largo de la maduración.

Mara y Kel1y (1998) observaron que el rol de la plasmina en quesos de tipo Quarg era

menor, resultando en una leve producción de y-CNs solubles, mientras el agente principal

de la proteolisis es la quimosina.
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Figura 42: electroforetogramas de las etapas de elaboración

y maduración del queso tipo Camembert.

4.4.1.1.2. Queso de pasta blanda "mole" tipo Camembert

La asignación de los picos considerados para la estimación de la proteolisis, son los

mismos que para el Ensayo 1,2 Y3. Pueden verse los registros representativos de las canes

correspondientes a la fracción caseínica de cada una de las etapas estudiadas en la Figura
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••••• Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseínicas, se

• presentan en la Tabla XXVII ••• Tabla XXVII: áreas relativas de los picos correspondientes a las•• distintas fracciones caseínicas de las distintas etapas de la elaboración

• del queso tipo Camembert, de acuerdo a la lectura densitométrica de las

• bandas obtenidas. Promedio (X) y desvío standard (s) obtenido a partir• de la lectura de cuatro calles, n=4 .••• Cuajada durante
Leche Cuajada el desuerado Quesojóven Queso madurado• •Arca relativa Área relativa Área relativa Área relativa Área relativa• Fracciones X S X S X S X S X S• 1 1.257 0.278 1.190 0.095 0.887 0.012 0.977 0.110 1.280 0.075

• 2 0.336 0.075 0.156 0.052 0.130 0.028 0.270 0.099 0.325 0.021

• 3 0.638 0.123 Q.415 0.021 0.450 0.057 0.500 0.028 0.910 0.028
4y,-CN 2.468 0.173 1.785' 0.007 1.860" 0.099 2.225' 0.290 2.535b 0.007• Sy,-CN 1.355b• 2.905 0.127 0.990" 0.147 1.090" 0.1 JI 0.021 1.900' 0.118

• 6Y3-CN 4.690 0.207 1.173' 0.029 1.297' 0.112 1.543' 0.255 2.247b 0.072
71l-CN 32.898 0.685 29.860b 0.802 30.973b 0.575 30.293b 1.173 28.063' 0.127• 8 0.938 0.145 1.077 0.165 0.800 0.071 1.550 0.464 2.553 0.125• 9 2.768 0.217 2.040 0.335 1.760 0.085 0.997 0.121 1.240 0.396

• 10 (LP1) 9.953 1.269 11.703' 0.655 11.153' 0.759 11.450" 1.440 12.127' 0.847

• 11 u,,-CN 32.467 0.997 36.583' 0.330 36.133' 0.556 29.707b 0.120 15.670' 0.269

• 12 2.602 0.149 3.023 0.215 2.947 0.311 2.498 0.163 1.573 0.373

• 13 u"I-CN 0.310 0.059 0.873' 0.025 0.940' 0.170 6.670b 0.233 16.503' 0.343

• 14 0.300 0.088 0.465 0.092 0.740 0.028 0.300 0.050 0.230 0.010
15 0.438 0.093 0.615 0.078 0.475 0.078 0.580 0.042 0.190 0.070• 16 0.348 0.048 0.490 0.014 0.485 0.035 0.730 0.042 1.030 0.098• 17 0.646 0.099 1.105 0.078 0.910 0.113 0.937 0.067 1.310 0.070• 18 1.188 0.285 1.570 0.014 1.450 0.191 0.855 0.120 2.385 0.134

• 19 0.930 0.087 1.537 0.065 1.617 0.035 1.057 0.289 1.305 0.035

• 20 0.420 0.026 1.345 0.318 0.770 0.000 0.845 0.120 3.210 0.166
21 0.548 0.120 1.067 0.091 1.157 0.133 0.837 0.127 0.410 0.026• 22 0.165 0.037 0.280 0.040 0.550 0.139 1.600 0.066 1.920 0.085• 23 prod bid 0.282 0.092 0.280" 0.072 0.313' 0.040 0.557b 0.112 1.165' 0.205• 24 prod bid 0.275 0.083 0.505b 0.021 0.280" 0.028 0.387' 0.032 0.490b 0.095•• En los quesos de pasta blanda "mole" tipo Camembert jóvenes y madurados, observamos• que el factor tiempo, tiene un efecto significativo sobre las bandas correspondientes a las•• fracciones y,-CN, Y3-CN, ~-CN, u,,-CN, u"I-CN y los productos de hidrólisi de la u,,-CN
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(20,21 Y22) con un nivel de discriminación de p<O.OOI,de la fracción 10 correspondiente

a un producto de hidrólisis de la us¡-CN (LPl f88-199) con p<O.Ol.

En la tecnologia de los quesos madurados en superficie como los de tipo Camembert, la

actividad de la plasmina aparece de manera significativa durante el proceso de moldeo,

secado, posterior al trabajo en tina y desuerado. Observamos que el porcentaje de y2-CN no

se modifica significativamente a 10 largo del tiempo, que la yl-CN aumenta

significativamente desde la cuajada desuerada, en los quesos jóvenes y durante la

maduración, y que la fracción correspondiente a la y3-CN sólo se modifica

significativamente durante la maduración. Observamos una disminución regular de la ~-CN

a partir de la leche en tina hasta el final de la maduración.

La actividad de la quimosina se pone en evidencia durante el prensado y secado de estos

quesos. Los resultados obtenidos para la u,¡-CN son similares a los mencionados para la ~-

CN. Observamos una disminución significativa entre la cuajada desuerada y las primeras

20 hs, luego una nueva disminución durante la maduración. Paralelamente, la u,¡I-CN

aumenta entre la etapa del desuerado y el queso joven de 20 hs y luego a lo largo del

período de maduración.
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Figura 43: electroforetogramas de las etapas de elaboración

y maduración del queso tipo Saínt Paulin .

4.4.1.1.3. Queso de pasta prensada tipo Saint Paulin o Edam

La asignación de los picos considerados para la estimación de la proteolisis, son los

mismos que para el Ensayo 1,2 Y3. Pueden verse los registros representativos de las calles

correspondientes a la fracción caseínica de cada una de las etapas estudiadas en la Figura
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••••• Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseÍnicas, se

• presentan en la Tabla XXVIII ••• Tabla XXVIII: áreas relativas de los picos correspondientes a las•• distintas fracciones caseínicas de las distintas etapas de la elaboración

• del queso de pasta prensada tipo Saínt Paulin o Edam de acuerdo a la

• lectura densitométrica de las bandas obtenidas. Promedio (X) y desvío• standard (s) obtenido a partir de la lectura de cuatro calles, n=4 .••• Cuajada durante Queso

• Leche Cuajada el desuerado Quesojóven madurado
Área relativa Área relativa Área relativa Área relativa Área relativa• Fracciones X s X s X s X s X s• 1 1.257 0.278 0.785 0.035 0.655 0.092 1.237 0.229 1.870 0.113• 2 0.336 0.075 0.460 0.028 0.485 0.078 0.647 0.095 1.403 0.040

• 3 0.638 0.123 1.003 0.071 0.740 0.057 1.013 0.151 1.395 0.035

• 4r2-CN 2.468 0.173 2.407- 0.161 2.267- 0.296 3.170b 0.127 4.570' 0.161

• 5 r.-CN 2.905 0.127 1.097- 0.117 1.190" 0.197 1.645b 0.132 3.910' 0.085

• 6 r.-CN 4.690 0.207 1.437- 0.129 1.350' 0.155 1.617b 0.132 3.657' 0.090

• 71l-CN 32.898 0.685 30.163b 1.115 27.957b 2.118 29.825b 1.351 24.853- 0.774

• 8 0.938 0.145 0.845 0.007 0.670 0.057 0.910 0.184 3.435 0.516
9 2.768 0.217 2.090 0.014 1.480 0.315 0.607 0.087 1.205 0.092• 10 9.953 1.269 10.987- 1.072 1I.170' 0.057 9.643- 1.249 9.025- 1.351• 11 ud-CN 32.467 0.997 34.893' 1.167 35.375' 1.874 28.760b 2.841 7.570- 0.392• 12 2.602 0.149 3.057 0.046 2.710 0.321 2.570 0.184 1.457 0.133

• 13 u,II-CN 0.310 0.059 0.870- 0.127 0.773- 0.110 3.100b 0.113 20.713' 0.378

• 14 0.300 0.088 0.900 0.099 0.800 0.170 0.430 0.071 0.470 0.099

• 15 0.438 0.093 0.560 0.085 0.550 0.027 0.350 0.050 0.550 0.084
16 0.348 0.048 0.635 0.049 0.480 0.042 0.585 0.120 1.930 0.141• 17 0.646 0.099 0.895 0.021 0.800 0.071 1.030 0.212 2.400 0.184• 18 1.188 0.285 1.750 0.028 1.550 0.140 1.010 0.071 0.670 0.028

• 19 0.930 0.087 1.463 0.116 1.443 0.186 1.080 0.210 0.590 0.042

• 20 0.420 0.026 1.473 0.166 1.293 0.292 1.890 0.282 3.113 0.471

• 21 0.548 0.120 1.497 0.104 1.360 0.278 1.315 0.219 0.695 0.092
22 0.165 0.037 0.497 0.091 0.437 0.091 0.780 0.191 2.485 0.049• 23 prod hid 0.282 0.092 0.505- 0.007 0.620' 0.085 0.583- 0.076 1.727b 0.236• 24 prod hid 0.275 0.083 0.633- 0.093 0.635- 0.021 0.503- 0.078 0.613a 0.068•• En los quesos de pasta prensada, de acuerdo a los resultados obtenidos para los quesos• jóvenes y madurados, observamos que el factor tiempo tiene un efecto significativo sobre•• las variables correspondientes a las fracciones rrCN rl-CN, 13-CN, usl-CN YustI-CN, y
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productos de hidrólisis de la a.1-CN, x22 y x23 con un nivel de discriminación de p<O.OOl,

y de la variable P-CN con p<O.Ol.

La acción de la plasmina se pone de manifiesto en las etapas posteriores al desuerado hasta

la obtención del queso jóven. En lo que se refiere a la evolución de las bandas identificadas

durante las distintas etapas de la elaboración, observamos que los porcentajes de y2-CN,

yl-CN y y3-CN comienzan a incrementarse a partir del desuerado y se intensifica

significativamente durante la maduración.EI porcentaje de ~-CN disminuye entre la leche

y el desuerado y luego durante la maduración.

El proceso de proteolisis del cual es responsable la quimosina comienza a partir del

desuerado durante el período de prensa y salado y se intensifica a lo largo de la

maduración. El porcentaje de usl-CN sólo disminuye durante la maduración; observándose

un incremento correspondiente de la uslI-CN muy notorio hacia el [mal de la misma.
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Figura 44: electroforetograrnas de las etapas de elaboración

y maduración del queso tipo Comté.

4.4.2.1.4. Queso de pasta prensada cocida tipo Comté

La asignación de los picos considerados para la estimación de la proteolisis, son los

mismos que para el Ensayo 1, 2 y 3. Pueden verse los registros representativos de las calles

correspondientes a la fracción caseínica de cada una de las etapas estudiadas en la Figura

44 .
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••••• Las áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas fracciones caseínicas, se

• presentan en la Tabla XXIX .•• Tabla XXIX: áreas relativas de los picos correspondientes a las distintas•• fracciones caseínicas de las distintas etapas de la elaboración del queso

• de pasta prensada cocida tipo Comté de acuerdo a la lectura

• densitométrica de las bandas obtenidas. Promedio (X) y desvío standard• (s) obtenido a partir de la lectura de cuatro calles, n=4 .•••• Cuajada durante Queso

• Leche Cuajada el desuerado Quesojóven madurado,
Área relativa Área relativa Área relativa Área relativa• Area relativa

• Fracciones X s X s X s X s X s
1 1.257 0.278 0.933 0.053 1.067 0.006 1.060 0.122 0.983 0.100• 2 0.336 0.075 0.593 0.043 0.593 0.058 0.615 0.007 0.810 0.218• 3 0.638 0.123 1.123 0.109 1.260 0.125 1.367 0.114 1.680 0.113

• 41z-CN 2.468 0.173 2.793' 0.141 3.017b 0.206 3.503' 0.068 4.947. 0.299

• S 11-CN 2.905 0.127 1.265' 0.090 1.500b 0.000 1.855' 0.007 3.670. 0.231

• 613-CN 4.690 0.207 1.643' 0.104 1.727' 0.081 2.173b 0.174 3.673' 0.316• 71l-CN 32.898 0.685 28.728b 0.465 28.923b 0.854 27.200b 0.622 23.700' 0.057

• 8 0.938 0.145 1.083 0.086 1.363 0.283 1.340 0.156 1.868 0.198

• 9 2.768 0.217 2.330 0.275 1.760 0.000 1.080 0.056 1.358 0.147
10 9.953 1.269 10.77< 0.200 11.023' 0.110 7.803b 0.365 5.923' 0.152• llu,,-CN 32.467 0.997 34.083b 0.743 32.243b 0.508 31.647b 1.655 20.248' 0.682• 12 2.602 0.149 2.915 0.086 2.743 0.029 2.937 0.153 1.523 0.392• 13 u"I-CN 0.310 0.059 0.837' 0.093 0.697' 0.012 1.807b 0.068 13.467' 1.309• 14 0.300 0.088 0.433 0.014 0.820 0.000 0.447 0.091 0.500 0.013• IS 0.438 0.093 0.670 0.026 0.910 0.000 0.540 0.080 0.565 0.078

• 16 0.348 0.048 1.245 0.007 0.460 0.052 0.380 0.014 1.820 0.070

• 17 0.646 0.099 0.570 0.083 1.210 0.000 1.355 0.007 2.757 0.203

• 18 1.188 0.285 1.673 0.263 1.930 0.069 4.045 0.219 0.697 0.093
19 0.930 0.087 2.263 0.210 2.627 0.006 3.295 0.120 1.143 0.212• 20 0.420 0.026 1.490 0.167 1.310 0.052 1.385 0.163 4.873 0.444• 21 0.548 0.120 1.840 0.085 1.913 0.064 2.460 0.240 2.553 0.240

• 22 0.165 0.037 0.533 0.057 0.737 0.023 0.565 0.049 0.467 0.027

• 23 prod bid 0.282 0.092 0.540' 0.171 0.740' 0.035 0.660' 0.071 0.443' 0.047

• 24 prod bid 0.275 0.083 0.793' 0.099 0.853' 0.075 0.815' 0.117 1.143' 0.138

••• En los quesos de pasta prensada cocida tipo Comté, de acuerdo a los resultados obtenidos,

• observamos que el factor tiempo tiene un efecto significativo sobre las fracciones•• 129••



•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

correspondientes a las yl-CN, y2-CN, y3-CN y la ~-CN, asl-CN y asll-CN así como las

bandas relacionadas con productos de hidrólisis de la asl-CN (LPl f88-199), x12, x20, x21

y x24 con un nivel de discriminación de p<O.OOl.

La acción de la plasmina, comienza durante el trabajo en tina. Observamos que los

porcentajes de y2-CN y y3-CN aumentan entre la leche y la cuajada, entre el desuerado y

los quesos jóvenes y durante la maduración. El porcentaje de la yl-CN aumenta

regularmente a lo largo de todas las etapas de fabricación. Complementariamente, la ~-CN

disminuye a lo largo de las distintas etapas de la elaboración y la maduración .

La acción de la químosina comienza a manifestarse después del moldeo y salado pero se

intensifica a lo largo de la maduración. El porcentaje de la asl-CN disminuye durante la

maduración y de una forma similar el porcentaje de la asll-CN aumenta durante el mismo

periodo .

4.4.2. CONCLUSIONES

Los resultados informados nos permiten observar que las etapas en que actúan la plasmina y

quimosina son particulares para cada variedad estudiada y no se puede generalizar a partir de

una única tecnología .

En las elaboraciones experimentales del presente estudio, hemos observado que el proceso

de proteo lisis como consecuencia de la acción de la plasmina y quimosina muestran cambios

significativos en las etapas posteriores al desuerado y moldeado, y se pone de manifiesto en

los quesos jóvenes incrementándose a lo largo del período de maduración .

Encontramos dos excepciones: una se refiere a la acción de la quimosina en el queso blanco

untable que se pone de manifiesto en etapas de trabajo en tina y la segunda se refiere a la

acción de la plasmina en los quesos de pasta prensada cocida del tipo Comté. En este caso,

los indicadores de la acción enzimática se manifiestan tempranamente en la cuajada

desuerada indicando una acción precoz durante el trabajo en tina .

Podríamos resumir la acción de la plasmina y quimosina en el esquema siguiente:
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Actividad de Actividad de

plasmina quimosina

Untable post -desuerado Trabaj o en tina

Pasta blanda "mole" post -desuerado post-desuerado

Pasta prensada post -desuerado post -desuerado

Pasta prensada cocida Trabajo en tina post -desuerado

Barrett et al. (1999) estudiando la activación de la plasmina en quesos Cheddar, informaron

que ésta ocurre principalmente durante las primeras 24 hs de elaboración, produciendo un

incremento de las gamma-caseínas y del Nitrógeno soluble en agua. Adicionalmente, Lane y

Fox (1997), motraron que la enzima quimosina y la plasmina son los responsables de la

degradación inicial de las caseinas mientras que los péptidos y aminoácidos libres son

producidos por las enzimas pertenecientes a los fermentos .
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4.5. ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Con el fin de evidenciar la distribución cuantitativa de los parámetros estudiados en los

distintos quesos, se llevó a cabo el Análisis de los Componentes Principales (ACP) de los

quesos jóvenes (20 hs) y madurados. El ACP es el método más comúnmente utilizado para

realizar el análisis multivariante .

Se evaluaron los 28 quesos elaborados a lo largo de los Ensayos 1, 2 Y 3. El objetivo fue

observar la distribución de los distintos parámetros relacionados con la proteolisis para

estudiar la posibilidad de agrupar e identificar los grupos de quesos de acuerdo al proceso

de elaboración empleado .

Las variables utilizadas para el estudio de los quesos jóvenes fueron: 1) Nitrógeno Total,

Extracto seco y pH, 2) las concentraciones de plasmina [PLM] de plasminógeno [pLG] y el

%PLM obtenidas por el método ELISA (Tabla XX), 3) la actividad de PLM, la derivada

del PLG Y el %PLM (Tabla XXII), 4) los indicadores de proteolisis como Nitrógeno

Soluble y la relación porcentual de Nitrógeno Soluble con respecto al Nitrógeno total y el

pH (Tabla XIX), y 5) las fracciones caseínicas correspondientes a la yl-CN, y2-CN, y3-CN,

~-CN, ~I-CN, a,l-CN, u,¡I-CN, productos de hidrólisis de la a,l-CN (LPI y la banda 20),

y las relaciones [(a,¡1! u,¡ + a,lI) x 100] (% a,¡I-CN) y [eL y/ ~+ L y) x 100] (%y-CN) .

Las variables utilizadas para el estudio de los quesos madurados fueron los mismos que los

indicados anteriormente además de materia grasa y NaCI (Tabla XIX) .

Los resultados de estos análisis pueden verse en la Figura 45 para quesos jóvenes y la

Figura 46 para los quesos madurados .
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Figura 45: Análisis de Componentes Principales (ACP) de los quesos recién

elaborados (20 hs) pertenecientes a los quesos elaborados en los Ensayos 1, 2

Y 3 incluyendo quesos con distinta temperatura de trabajo en tina, distinto

tiempo de mantenimiento de temperaturas seleccionadas (42 y 54 oC) y las

distintas variedades de queso blanco untable, tipo Camembert, queso prensado

tipo Saint Paulin, y queso prensado cocido tipo Comté .
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ordenadas: componente principal 2: 5.758 (26.2%)
abscisas: componente principal 1: 11.09 (50.4%)
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4.4.1. CONCLUSIÓN

Figura 46: Análisis de Componentes Principales (ACP) de los quesos madurados

pertenecientes a los quesos elaborados en los Ensayos!, 2 Y3. Idem Figura 36 .

PPMC: pasta prensada
semi-cocida

Quesos 1 a 12:Ensayo 1
Quesos 13 a 20: Ensayo 2
Quesos 21 a 28: Ensayo 3

PM: Pasta "mole"tipo
Camembert

PP: pasta prensada

PPC: pasta prensada
cocida

2(

VI

p, donde:
PF: pasta fresca

En las Figuras 45 y 46, se representan las muestras de quesos estudiadas. Se puede observar

claramente que, a excepción de un grupo de muestras que se encuentran en la zona central

de la gráfica para los quesos jóvenes y madurados, las muestras se agrupan de acuerdo a los

procesos tecnológicos utilizados para su elaboración. De esta forma encontramos las

distintas variedades agrupadas y distanciadas unas de otras. Aquéllas que se encuentran en

la zona central son los quesos correpondientes de pasta semicocida prensada tratadas a 45 y

42 oC de los Ensayos 1 y 2 respectivamente. Estos quesos, presentaron características

intermedias entre los no cocidos y los prensados cocidos. Sin embargo, si consideramos

solamente aquéllas muestras del Ensayo 2, el grupo es muy consistente .

ordenadas: componente principal 2: 5.691 (27.1%)
abscisas: componente principal!: 9.958 (47.4%)
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El conjunto de los resultados obtenidos para las variables evaluadas, ha permitido

individualizar los distintos tipos de quesos elaborados agrupándolos en quesos blanco

untable, quesos de pasta blanda "mole" tipo Camembert, quesos de pasta prensada no

cocida tipo Saint Paulin (Ensayos 1,2,3), quesos de pasta prensada semi-cocida tipo Edam

(Ensayos l y 2) Yquesos de pasta prensada cocida tipo Comté .

Se puede observar que los quesos que sufrieron un proceso de cocción o semi-cocción se

agrupan alineados a los productos de hidrólisis de la plasmina. Aquéllos que no sufrieron

cocción se agrupan alineados a un alto índice de la acción de la quimosina, determinada por

los productos de hidrólisis de la asl-CN o a proteínas intactas como en el caso del queso

untable .
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5. CONCLUSIONES GENERALES
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El sistema enzimático compuesto por la plasmina y su precursor el plasminógeno es

complejo. Los resultados presentados en este estudio, permiten aportar conocimientos y

poner en evidencia la importancia de su papel en la elaboración y maduración de los

quesos. La magnitud de su acción proteo lítica fue cuantificada y resultó relevante en la

hidrólisis de la beta-caseína y en la formación de distintos productos de hidrólisis .

Si bien vanos autores estudiaron el comportamiento del sistema PLMlPLG en la

elaboración de quesos, el presente es el único trabajo que ha evaluado la concentración de

la Plasmina y del Plasminógeno en forma absoluta gracias a la utilización de anticuerpos

monoclonales. Adicionalmente, los protocolos de elaboración de los quesos fueron

similares a los empleados en la industria quesera para las distintas variedades .

En términos generales, a lo largo de los ensayos 1 y 2, los quesos fueron divididos en dos

grupos de acuerdo a las características composicionales y la tecnología empleada. Los

quesos pertenecientes al Grupo 1 fueron aquéllos elaborados con fermentos mesó filos y

tratados a temperaturas de 32, 36, 40, 42 Y 45 oC, correspondientes a quesos de pasta

prensada y prensada semi-cocida del tipo Saint Paulin, Edam y Pategras. Los del Grupo 2

fueron aquéllos elaborados con fermentos termófilos con una etapa de pre-maduración de

la leche utilizando temperaturas de cocción de 50, 54 Y55 oC correspondientes a quesos de

pasta prensada cocida del tipo Comté. En el Ensayo 3, los quesos fueron clasificados de

acuerdo a las variedades estudiadas .

El par enzimático fue retenido eficazmente en la cuajada con respecto al liberado en el

suero en todos los casos estudiados .

La temperatura de cocción no influyó significativamente en la retención del par PLMlPLG

en los quesos del Grupo 1. Sin embargo, se produjo una reducción significativa y drástica

cuando se consideraron los quesos del Grupo 2. Estos resultados se repitieron a lo largo de

los tres Ensayos realizados .

La temperatura de cocción o trabajo en tina influyó significativamente en la retención de

PLM, aumentando a medida que se incrementó la temperatura de 32-36 oC a 40-45 oC y

utilizando fermentos mesófilos para la elaboración de quesos tipo Saint Paulin y Edam .

Cuando utilizamos fermentos termófilos, la retención de la enzima sufrió una fuerte
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reducción en los quesos tratados a 50 oC con un incremento significativo cuando se calentó

a 55 oC para los quesos tipo Comté .

La actividad de la enzima en la masa de los quesos jóvenes, siguió la misma tendencia que

la observada para la concentración. Ésta sufrió una reducción importante en los quesos del

Grupo 2.

La reducción drástica de concentración y actividad retenidas observada en los quesos del

Grupo 2, podría deberse a la inhibición causada por las interacciones dependientes de la

temperatura de los tilo-disulfuros entre la PLM y la ~-Lg. Se produciría una dificultad de

acceso de la enzima debido a la unión a la superficie de las micelas de caseína de proteínas

de suero modificadas, generando un impedimento estérico. Adicionalmente, a esta

temperatura, los grupos sulfhidrílo de la enzima y su zimógeno no estarían accesibles

dentro de la molécula plegada y por lo tanto no serían reactivos .

Independientemente de la concentración y actividad retenidas, la relación porcentual de

plasmina con respecto al total (plasmina + plasminógeno) para ambos parámetros, resultó

incrementarse en todos los casos a medida que aumentó la temperatura de trabajo en tina .

Se observó el valor más alto para los quesos de pasta prensada cocida tipo Comté (55 oC).

La magnitud de este incremento no resultó tan elevado en la actividad como lo fue para la

concentración. Este hecho nos permite inferir que no toda la enzima se encuentra activa en

las condiciones del trabajo, y que existe la capacidad de una activación potencial .

El tiempo de mantenimiento de la temperatura de cocción de la cuajada no afectó la

retención del par enzimático. Ésto nos permitió sugerir que no es aconsejable incrementar

los tiempos de trabajo en tina para lograr una mayor retención con el objetivo de lograr una

maduración acelerada ya que ésto haría menos eficiente el proceso de elaboración. Si el

proceso tecnológico lo permitiera, se podría reducir este tiempo a 20 minutos .

El tiempo de maduración juega un papel fundamental para la hidrólisis de las proteínas y

para que el produCto final adquiera las características deseadas ya que la enzima permanece

activa durante este período. Esta conclusión surge ya que a pesar que la concentración y la

actividad sufrieron una reducción drástica en los quesos del Grupo 2, éstos presentaron el

mayor índice de proteolisis de la beta-caseína .
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El estudio de los productos de hidrólisis de la ~-caseína por acción de la plasmina y de las

distintas etapas estudiadas en el Ensayo 4, nos permitieron conocer el momento en que se

produce la activación de la enzima. Ésta es reponsable de la proteolisis primaria de la ~-

caseína. Para los quesos de pasta prensada, prensada semi-cocida, untable y tipo

Camembert, la activación de la PLM transcurrió durante el trabajo en tina observándose los

productos de hidrólisis en la etapa temprana de la cuajada y continuó a lo largo de la

maduración. Para los quesos de pasta prensada cocida, en cambio, la activación se produjo

durante los pasos de moldeo, prensado y salado, observándose el incremento de los

productos de hidrólisis en los quesos jóvenes .

Durante la maduración se observó el incremento de la actividad de la plasmina en los

quesos de pasta prensada y prensada semicocida. Los quesos de pasta prensada cocida, en

cambio, sufrieron una disminución de la actividad de la enzima. Este hecho refuerza la

observación del tiempo de maduración como elemento fundamental para lograr la hidrólisis

adecuada. Esto indica que la enzima permanece activa durante el período de maduración y

puede contínuar su acción sobre la ~-caseína preferencialmente .

Desde el punto de vista tecnológico, la acción de la plasmina y la de la quimosina, son

imprescindibles para otorgar al producto las características de flavor desesadas. Éstas

contribuyen con la especificidad evidenciada en los ensayos 1, 2, 3 y 4 a la producción de

péptidos de alto peso molecular, precursores de aminoácidos libres, di y tri-péptidos. Éstos

son luego utilizados por las baterías enzimáticas de las bacterias ácido lácticas y por la

propia quimosína, como sustrato para las reacciones catabólicas que darán origen a los

compuestos del flavor de los quesos.

La relación porcentual de Nitrógeno Soluble con respecto al Nitrógeno total, brinda un

aporte parcial al conocimiento del proceso de maduración. Nuestros resultados muestran

que a similitud de los índices existen modificaciones significativas de los perfiles

caseínicos y peptídicos. Para conocer la matriz proteica de los quesos, por lo tanto, es

necesario realizar los estudios complementarios de la fracción proteica y la fracción soluble

a pH 4.4. El conjunto de estos datos, nos permite establecer el grado de proteolisis y la

"huella digital" de cada tipo de queso.
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El Análisis de Componentes Principales nos permitió agrupar los quesos de acuerdo a las

temperaturas a los que fue sometida la cuajada en los Ensayos 1, 2 Y de acuerdo a la

tecnología en el Ensayo 3.
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1 PROTOCOLO DE FABRICACIÓN-la (Ensayo 1)
Ouesos de pasta no cocida prensada

Preparación de la leche
Estandarización de la materia grasa: MG/PT : 1
Pateurización a 72 oC, 15 segundos, enfriamiento y termización a 32 oC en tina, a razón de 12
kg/tina .

Siembra del cultivo Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
1 sachet de 2UI diluido en 100 mI de leche. Se adicionan a razón de 1 mllkg de leche en tina.
Maduración: 20 minutos .

Coagulación
Coagulante: de ternero de 800 mg de quimosina/l. Dosis: 0.2 mllkg leche
Tiempo de coagulación: 25 minutos
Tiempo de endurecimiento: 1/5 del anterior

Corte
En dos tiempos: corte lento (2 vueltas/min), reposo de 1 minuto y continuación .
Tiempo total: 3 minutos hasta lograr un tamaño de grano de 0.5 mm .

Trabajo en tina
1er agitación a 32 oC
Deslactosado: retiro de 30% (3.6 kg) de suero y agregado de un 20% (2.4 kg) de agua a 32 ó 36
oC.
Agitación final durante 30 minutos a la temperatura que fija el protocolo del Ensayo 1 (32 ó 36
oC) .

Moldeo
Desuerado en un recipiente receptor .
Pre-prensado: duración 20 minutos a 15 g/cm3

Cortado, moldeo e identificación del queso con números de caseína .

Prensado/ Acidificación
Duración T (oC) Presión (1!lcm') controles

Prensa + 30 min 30min 25 50 pH
Prensa + 2 h 1 h30 min 25 100 pH
Prensa+4h 2hOOmin' 20 150 pH

Salado y parafinado
Temperatura: 12 oC
Duración: 2 hs para un peso de 1,4 kg .

Maduración
45 días a 12-13 oC.
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Programa de la célula de desuerado: 30 oC 1 hora, 25 'OC3 horas, 20 oC 20 horas
Maduración: 12 oC, 45 días

IpH salmuera 5.08 densidad: 1.2 gil
Duración salado (hs) 2 2 I 2 I 2

SIEMBRA I
Fermento: 1 sachet de 2U diluido en 100 mi de leche
Cantidad en tina (mi): I 12 I 12 I 12 I 12

Peso del (]ueso (2)

antes del muestreo 1319.7 1339.5 1227.5 1214.8
Rendimientoto/100 kg 11.0 11.2 10.2 10.1
leche

4

36I

3

36I

2

32I

1
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COCCION (20 minutos)
Temperatura oC I 32

EVOLUCiÓN DEL pH
Leche de partida 6.72 6.72 6.70 6.70

pH de coagulación 6.66 6.65 6.67 6.68
pH de desuerado 6.75 6.75 6.70 6.70

pH prensa + 30 mn 6.57 6.59 6.49 6.51
pH prensa + 2 hs 6.36 6.24 6.13 6.01
pH prensa + 4 hs 5.61 5.60 5.45 5.40
pH 20 hs (salado) 5.34 5.05 5.22 5.25

COAGULACIÓN Coal!Ulante de ternero 800 mg quimosina/I
Temperatura oC 32.3 32.5 32.5 32.4
dosis (mI) 2.40 2.40 2.40 2.40
Tiemoo de toma (min) 27.00 27.00 27.00 26.00
Endurecimiento (min) 5.30 5.30 5.30 5.10

ITECNOLOGÍA: pasta prensada I

Estandarización MGgfl Proteínas gil Relación
leche entera 36.3 30.5 MGIPT
leche pasteurizada en 30.3 30.5
tina 0.99

Tina 1 Tina 2 Tina 3 Tina 4
cantidad en tina (~) 12000 12000 12000 12000

IN° del queso

I REGISTRO DE DATOS DE FABRICACIÓN-lb (Ensayo 1)
PREPARACIÓN DE LA LECHE
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I PROTOCOLO DE FABRICACIÓN-2a (Ensayo 1)
Quesos de pasta semi-cocida prensada

Preparación de la leche
Estandarización de la materia grasa: MGIPT : 1
Pateurización a 75 oC, 15 segundos, enfriamiento y termización a 32 oC en tina, a razón de 12
kg/tina .

Siembra del cultivo Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
1 sachet de 2UI diluido en 100 mI de leche. Se adicionan a razón de 2 ml/kg de leche en tina.
Maduración: 20 minutos .

Coagulación
Coagulante: de ternero de 800 mg de quimosina/l. Dosis: 0.2 m1Ikg leche
Tiempo de coagulación: 25 minutos
Tiempo de endurecimiento: 1/5 del anterior

Corte
En dos tiempos: corte lento (2 vueltas/min), reposo de l minuto y continuación .
Tiempo total: 3 minutos hasta lograr un tamaño de grano de 0.5 mm .

Trabajo en tina
1er agitación: 10 minutos a 32 oC
Deslactosado: retiro de 30% (3.6 kg) de suero y agregado de un 20% (2.4 kg) de agua a 36 C.
Calentamiento hasta la temperatura deseada a razón de + l oC/mino
Agitación final durante 30 minutos a la temperatura que fija el protocolo del Ensayo l (40 ó 45
OC) .

Moldeo
Desuerado en un recipiente receptor.
Pre-prensado: duración 20 minutos a 15 g/cm3

Cortado, moldeo e identificación del queso con números de caseína .

Prensado/ Acidificación
Duración T (OC) Presión (¡!Icm') controles

Prensa + 30 min 30min 25 50 pH
Prensa+2h 1 h 30 min 25 100 pH
Prensa+4h 2hOOmin 20 150 oH

Salado y parafinado
Temperatura: 12 oC
Duración: 2 hs para un peso de 1,4 kg .

Maduración
45 días a 12-13 oC.
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Programa de la célula de desuerado: 30 oC 1 hora, 25 oC 3 horas, 20 oC 20 horas
Maduración: 12 oC, 45 dias

I pH salmuera 5.11 densidad: 1.2 gil
Duración salado (hs) 2 2 T 2 I 2

SIEMBRA I
Ferment: 1 sachet de 2U diluido en 100 mi de leche
Cantidad en tina (mi): I 20 I 20 I 20 I 20

Peso del Queso (g)
antes del muestreo 1143.9 1136.4 1071.4 1078.8
Rendimiento/lOO kg 9.5 9.5 8.9 9.0
leche

8

45I

7

45T

6

40I

5

40
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COCCION (20 minutos)
Temperatura oC I

REGISTRO DE DATOS DE FABRICACIÓN-2b (Ensayo 1)

PREPARACIÓN DE LA LECHE

EVOLUCIÓN DEL pH
Leche de partida 6.76 6.76 6.75 6.75

pH de coagulación 6.71 6.67 6.67 6.68
pH de desuerado 6.64 6.63 6.58 6.60

pH prensa + 30 mn 6.28 6.26 6.10 6.12
pH prensa + 2 hs 5.67 5.60 5.58 5.60.
pHprensa+4 hs 5.41 5.39 5.50 5.53
pH 20 hs (salado) 5.31 5.35 5.40 5.41

Estandarización MG !!Il Proteínas gil Relación
leche entera 36.0 30.3 MG/PT
leche pasteurizada en 30.3 30.5
tina 1.00

Tina I Tina 2 Tina 3 Tina 4
cantidad en tina (g) 12000 12000 12000 12000

COAGULACIÓN Coagulante de ternero 800 mg Quimosina/mi
Temperatura oC 31.6 32.0 32.2 32.3
dosis (mI) 2.60 2.60 2.60 2.60
Tiempo de torna (rnin) 24.30 24.00 23.00 23.30
Endurecimiento (min) 5.00 5.00 4.30 5.00

ITECNOLOGÍA: pasta semi-cocida prensada

IN° del queso
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I PROTOCOLO DE FABRICACIÓN-3a (Ensayo 1)
Ouesos de pasta cocida prensada

Preparación de la leche
Estandarización de la materia grasa: MG/PT : 1
Pateurización a75 oC, 15 s, enfriamiento y termización a 32.5 oC en tina, a razón de 12 kg/tina .

Siembra del cultivo
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus: envase de 2.5 VI en 100 mi de leche, se toman 5

ml/12 kg de leche en tina .
Maduración: 30 minutos .
Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis y Lactobacillus helveticus: envase de 2.5 VI en 100 mi

de leche, se toman 2.5 ml/12 kg de leche en tina .
Maduración: 5 minutos .

Coagulación
Coagulante: de ternero de 800 mg de quimosinaJl. Dosis: 0.2 ml/kg leche
Tiempo de coagulación: 30 minutos
Tiempo de endurecimiento: 1/6 del anterior

Corte
En dos tiempos: corte lento (2 vueltas/min), reposo de 1 minuto y continuación.
Tiempo total: 2.5 minutos hasta lograr un grano del tamaño del grano de maiz .

Trabajo en tina
Calentamiento hasta 50, 54 ó 55 oC en 35 minutos .
Agitación de acuerdo al protocolo de los Ensayos 1, 2 Y3.

Moldeo
Desuerado en el molde .

Prensado:
Duración: 6 hs
Presión 115 g/cm2

Giro y medición de pH a: P+ 30 min, P + 2hs, P + 4hs y P + 5.5 hs .

Acidificación
temperatura de 49 a 30 oC en 20 hs (prensado incluido) .

Salado y parafinado
Temperatura: 12 oC
Duración: 3.5 hs .

Maduración
15 días a 12-13 oC, 15 días a 15-16 oC, 35 días a 21-22 oC y almacenamiento 7 días a 7 oC.
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ITECNOLOGÍA: pasta cocida prensada .

Programa de la célula de desuerado: 30 oC, 1 hora; 25 oC, 3 horas; 20 oC 20 horas .
Maduración: 12 oC, 14 días; 15 oC, 35 días; 21°C, 4 días; 4 oC hasta los dos meses .

I pH salmuera 5.10 densidad: 1.2 gil
Duración salado (hs) 2.5 2.5 I 2.5 I 2.5

1211109

Peso del (Jueso (g)
antes del muestreo 994.0 1004.2 980.5 997.4
Rendimiento/lOO kg 8.3 8.4 8.2 8.3
leche

REGISTRO DE DATOS DE FABRICACIÓN-3b (Ensayo 1)

PREPARACIÓN DE LA LECHE

SIEMBRA Fermento a): 2.5U/I00 mI de leche
b): 2.5U/I00 mI de leche:

TAmI S S S S
LHmI 2.5 2.5 2.5 2.5

EVOLUCIÓN DEL DH
Leche de Dartida 6.69 6.69 6.69 6.69

pH de coagulación 6.68 6.68 6.68 6.69
pH de desuerado 6.60 6.60 6.53 6.54
pH prensa + 1 h 6.24 6.28 6.32 6.33
pH prensa + 3 hs 5.56 5.57 6.16 6.17.
pH prensa + 4 hs 5.40 5.41 6.09 6.05
pH 20 hs (salado) 5.26 5.24 5.36 5.32

COAGULACIÓN Coagulante de ternero 800 nll!TmI
Temperatura oC 32.5 32.4 32.5 32.4
dosis (mI) 2.10 2.10 2.10 2.10
Tiempo de toma (min) 31.30 31.00 31.00 31.00
Endurecimiento (min) 5.30 5.30 5.30 5.30

Estandarización MG !!JI Proteínas ¡;¡¡ Relación
leche entera 35.7 30.6 MG/PT
leche pasteurizada en 30.0 30.6
tina 0.98

Tina 1 Tina 2 Tina 3 Tina 4
cantidad en tina (g) 12000 12000 12000 12000

IN° del queso

¡COCCIÓN (20 minutos~) _
.Temperatura oC 1 5_0__ SO SS __ 5_5__
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I PROTOCOLO DE FABRICACIÓN-4a (Ensayo 2)
Quesos de pasta semi-cocida prensada

Preparación de la leche
Estandarización de la materia grasa: MG/PT : I
Pateurización a 75 oC, 15 s, enfriamiento y termización a 32 oC en tina, a razón de 12 kg/tina .

Siembra del cultivo Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
I sachet de 2UI diluido en lOOmi de leche. Se adicionan a razón de 2 ml/kg de leche en tina .
Maduración: 20 minutos .

Coagulación
Coagulante: de ternero de 800 mg de quimosina/l. Dosis: 0.2 ml/kg leche
Tiempo de coagulación: 25 minutos
Tiempo de endurecimiento: 1/5 del anterior

Corte
En dos tiempos: corte lento (2 vueltas/min), reposo de I minuto y continuación .
Tiempo total: 3 minutos hasta lograr un tamaño de grano de 0.5 mm .

Trabajo en tina
Calentamiento hasta la temperatura deseada (42 oC) a razón de + I oC/mino
Agitación final durante 20 ó 40 minutos a la temperatura de 42 oC.

Moldeo
Desuerado en un recipiente receptor.
Pre-prensado: duración 20 minutos a 15 g/cm3

Cortado, moldeo e identificación del queso con números de caseína .

Prensado/ Acidificación
Duración T (00 Presión (f!/cm") controles

Prensa + 30 min 30 min 25 50 pH
Prensa + 2 h I h30min 25 100 pH
Prensa+4h 2hOOmin 20 150 pH

Salado y parafinado
Temperatura: 12°C
Duración: 2 hs para un peso de 1,4 kg .

Maduración
45 días a 12-13 oC.
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PREPARACIÓN DE LA LECHE

REGISTRO DE DATOS DE FABRICACIÓN-4b (Ensayo 2)

SIEMBRA Fermento: 1 sachet de 10U diluido en 100 mI de leche
Cantidad en tina (mI): 3.5 I 3.5 I 3.5 I 3.5

16151413

Peso del oueso (g)

antes del muestreo 1175.9 1148.1 1207.4 1189.7
Rendimiento/1 00 kg 9.9 9.7 10.2 10.0
leche

EVOLUCION DEL oH
Leche de partida 6.68 6.69 6.69 6.69

pH de coagulación 6.67 6.68 6.68 6.69
pH de desuerado 6.56 6.60 6.53 6.54
pH prensa + 1 h 6.39 6.28 6.32 6.33
pH prensa + 3 hs 5.92 5.57 6.16 6.17.
pH prensa + 4 hs 5.56 5.41 6.09 6.05
pH prensa + 6hs 5.47 5.45 5.48 5.53
pH 20 hs (salado) 5.36 5.42 5.36 5.38

COAGULACIÓN Coagulante de ternero 800 m!! auimosina/ml
Temperatura oC 32.1 32.2 32.0 32.1
dosis (mI) 2.50 2.50 2.50 2.50
Tiempo de toma (min) 24.30 25.00 25.30 25.00
Endurecimiento (min) 5.00 5.00 5.00 5.00

COCCIÓN
Temperatura oC 42 42 42 42
Tiempo (min) 40 40 20 20

Estandarización MGgfl Proteínas gil Relación
leche entera 37.8 31.8 MG/PT
leche pasteurizada en 31.9 32.0
tina 1.00

Tina 1 Tina 2 Tina 3 Tina 4
cantidad en tina (g) 12000 12000 12000 12000

ITECNOLOGÍA: pasta semi-cocida prensada

1N° del queso

IpH salmuera 5.19
Duración salado (hs) 2 I 2 I 2 I 2
Programa de la célula de desuerado: 30 oC, 1 hora; 25 oC, 3 horas; 20 oC 20 horas .
Maduración: 12 oC, 45 días
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Programa de la célula de desuerado: 30 oC, I hora; 25 oC, 3 horas; 20 oC 20 horas .
Maduración: 12 oC, 14 dias; 15 oC, 35 días; 21°C, 4 días; 4 oChasta los dos meses .

pH salmuera 5.36
Duración salado (hs) 2.5 I 2.5 T 2.5 I 2.5

COCCIÓN
Temperatura oC 54 54 54 54
Tiempo (min) 40 40 20 20

Peso del aueso (2)
antes del muestreo 989.2 1006.3 981.1 988.3
Retdimiento/l00 kg 8.2 8.4 8.2 8.2
leche

20191817
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COAGULACIÓN Coagulante de temero800 mg Quimosina/mi
Temperatura OC 33.0 33.0 33.2 32.8
dosis (mi) 2.20 2.20 2.20 2.20
Tiempo de toma (min) 31.00 30.00 29.00 30.00
Endurecimiento (min) 5.00 5.00 5.00 5.00

SIEMBRA Fermento: a) 2.5U/I00 mi de leche
b) 2.5U/I00 mi de leche

a) mi 5 5 5 5
b)ml 2.5 2.5 2.5 2.5

EVOLUCIÓN DEL oH
Leche de partida 6.73 6.72 6.70 6.71

oH de coagulación 6.73 6.69 6.70 6.70
pH de desuerado 6.52 6.53 6.53 6.53

pH prensa + 30 min 6.38 6.41 6.38 6.38
pH prensa + 2 hs 6.34 6.27 6.22 6.26
pH prensa + 4 hs 6.09 6.02 5.83 5.92
oH prensa + 6hs 5.88 5.72 5.64 5.62
pH 20 hs (salado) 5.36 5.28 5.31 5.34

Estandarización MG !!II PT~ Relación
leche entera 36.0 30.3 MG/PT
leche pasteurizada en 30.5 30.5
tina 1.00

Tina 1 Tina 2 Tina 3 Tina 4
cantidad en tina (g) 12000 12000 12000 12000

ITECNOLOGÍA: pasta cocida prensada

IN° del queso

I REGISTRO DE DATOS DE FABRICACIÓN-S (Ensayo 2)
PREPARACIÓN DE LA LECHE
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I PROTOCOLO DE FABRICACIÓN-6 (Ensayo 3)
Ouesos blanco untable

Preparación de la leche
Estandarización de la materia grasa: MG/PT : I
Pateurización a 75 oC, 15 s, enfriamiento y termización a 32 oC en tina, a razón de 12 kg/tina .

Siembra del cultivo Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
I sachet de 2UI diluido en 100 mI de leche. Se adicionan a razón de 24 ml/ 12 kg de leche en tina .
Temperatura: 24°C.
Maduración: 20 minutos .

Coagulación
Coagulante: de ternero de 800 mg de quimosina/l. Dosis: 1.8 ml/ 12 kg leche
Tiempo de coagulación: 25 a 30 minutos
Tiempo de endurecimiento: 18 a 20 hs
Suero en superficie: 55 °Dornic, pH 4.8 .

Moldeo
Con la ayuda de un cucharón en recipientes especiales .
Temperatura: 24°C .

Desuerado
Duración del desuerado de acuerdo a la textura deseada .

Almacenamiento
En potes a 4 oC.
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I PROTOCOLO DE FABRICACIÓN-7 (Ensayo 3)
Queso madurado en superficie (tipo Camembert)
Preparación de la leche
Estandarización de la materia grasa: MG/PT : 1
Pateurización a 75 oC, 15 s, enfriamiento y termización a 32 oC en tina, a razón de 12 kg/tina .

Termización a 32.5 oC en tina, a razón de 12 kg/tina .

Siembra del cultivo.
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp .
diacetylactis y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus: 2 00100 mI leche, se incorporan 11 ml/12
kg .
Klyveromices lactis: 2 VIII 00 mI leche, se incorporan 1.5 ml/12 kg.
Penicillum camemberti: 2 VIII 00 mI leche, se incorporan 3.0 ml/12 kg .
Temperatura: 35-36 oC. Maduración: 60 minutos .

Al comienzo de la etapa de maduración en tina, se ajusta el pH con glucono-delta-Iactona (GDL): pH 6.45
a 6.50 (0.37g/kg/O.1 unidad de pH) .
Temperatura 18 oCy acidez 18 °Dornic .

Coagulación
Coagulante: de ternero de 800 mg de quimosina/l. Dosis: 3.5 ml/13 kg leche
Tiempo de coagulación: 11-13 minutos
Tiempo de endurecimiento: 2 veces el anterior

Corte
En cubos de 2 x 2 cm .
Suero a pH 6.35 .

Trabajo en tina
En tres tiempos: agitación 1 minuto, reposo de 5 minuto y continuación .
Temperatura: 33-34 oc.

Moldeo
Retiro del 30% del suero
Llenado de 5 (cinco) moldes.
Suero pH 6.20
Desuerado-acidificación

Acidez(°D) nH Temneratura (OC)
Moldeo 13 6.30 33

M + 1hora 18 6.00 30
M+3hora 40 5.70 26
M+5hora 65 5.45 26
M + 8hora 85 5.10 24
Desmolde 115 4.90 21

Salado
Temperatura: 12 oC
Duración: 1 h .
Ressuyage
Temperatura: 14 oC, humedad relativa: 80-85%
Duración: 24 h .
Maduración
10 dias a 12-13 oC, humedad relativa: 90-95%
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Rendimientoll 00 k leche

EVOLUCIÓN DEL uH
Leche de partida 6.70 6.70 6.70 6.70

Leche de partida + 3 hs 6.64
Leche de partida + 4 hs 6.57

pH de coagulación 6.45 6.69 6.69
pH de desuerado 6.35 6.70 6.55

pH prensa + 30 min +1 hora 6.16 6.45 6.35
pH prensa + 2 hs +2 horas 5.87 6.18 +3 horas 6.07
pH prensa + 4 hs +4 horsd 5.42 5.64

pH20hs 4.48 +9 horas 5.09
pH 20 hs (salado) 4.85 5.04 5.29

COAGULACIÓN Coagulante de ternero 800 mil; quimosina/mI
Temperatura oC 24.8 36.0 32.7 32.0
dosis (mI) 1.80 2.90 2.40 2.20
Tiempo de toma (min) 23.00 9.00 26.300 30.00
Endurecimiento (min) 19hs 18.00 5.20 5.00

Estandarización MGgll Proteinas gil Relación
MG/PT

leche entera 36.0 30.3
leche pasteurizada en tina 30.5 30.5 1.00

Tina I Tina 2 Tina 3 Tina 4
cantidad en tina (g) 12000 12000 12000 12000
TECNOLOGIA (nasta) blanco untable pasta blanda semi-cocida cocida
SIEMBRA I sachet de 2Udiluido en 100 mI de leche

Fermento a) (mI) 24 11 12 ---
Fermento b) (mI) --- 1.5

--- ---
Fermento c) (mI) --- 3 --- •••

Glucono Delta Lactona _.- 9 ••• ._-
(g)

Fermento d) (m\) -_. ..- ._. 5
Fermento e) (m\)

_ .. ._. -_. 2.5

IpH salmuera
DuraclOn salado (hs) O I I 2 2.5
Maduración 21: 4 oC, 6 dias. Maduración 22: 12 oC, 12 dias .
Maduración 23: 12 oC, 45 dias .
Maduración 24: 12 oC, 14 días; 15 oC, 35 días; 21°C, 4 días; 4 oC hasta los dos meses .

I REGISTRO DE DATOS DE FABRICACIÓN-8 (Ensayo 3)
PREPARACIÓN DE LA LECHE
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