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INTRODUCCION



Introduccion

1-1 Generalidades

El queso es el producto , fermentado o no, constituido esencialmente por la caseina
de la leche, en forma de gel mis o menos deshidratado, que retiene casi toda la materia
grasa (si se trata de queso graso), un poco de lactosa en forma de é4cido lactico y una
fraccion variable de sustancias minerales.

Segin el Codigo Alimentario Argentino (Art. 605-Dec. 111 12/1/76) "con la
denominacién de queso se entiende el producto fresco o madurado que se obtiene por la
separacion del suero de la leche o de la leche reconstituida (entera, parcial o totalmente
descremadas), coaguladas por accidn del cuajo y/o enzimas especificas, complementada
0 no por bacterias especificas o por acidos orgénicos permitidos a este fin, con o sin el
agregado de sustancias colorantes permitidas, especies 0 condimentos u otros productos
alimenticios”.

Dado que el queso es un producto casi artesanal existen mas de cuatrocientas
variedades de quesos segun la region, la calidad de leche utilizada, el animal del cual
proviene la leche y las condiciones de produccion e industrializacion de los mismos. Con
el paso del tiempo se tiende a la normalizacion e industrializacion controlada de algunas
de las variedades de quesos. Actualmente se definen legalmente algunas variedades de
quesos con el fin de proporcionar a los consumidores productos idénticos dentro de cada
variedad.

La manufactura de la mayor parte de las variedades de queso involucra
esencialmente la concentracion ( de 6 a 12 veces) de caseina y grasa de la leche segun la
variedad del queso. La concentracion se logra por la coagulacion del principal grupo de
proteinas de la leche, caseinas, utilizando algunos de los siguientes métodos (Fox vy
Law,1991) :

1) Proteolisis limitada utilizando una proteinasa (cuajo bovino o microbiano); este método
se emplea en la mayor parte de los quesos madurados y en algunos quesos frescos.

2) Precipitacion isoeléctrica a pH 4.6, principalmente para quesos frescos, usualmente por
la produccion in situ de 4cido l4ctico por un cultivo iniciador y menos frecuentemente por

acidificacion directa.
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3) Agregado de acido y sometimiento a la accidn del calor; por ejemplo acidificacion a pH
5.2 con suero acido o acido acético a 80-90°C (ricota y queso blanco).

Se deben considerar dos pasos fundamentales en la fabricacion del queso. El
primero incluye el desarrollo de la estructura bdasica, caracteristica de cada variedad
particular de queso. La misma estd determinada por el pH en el momento del drenado del
suero. El segundo paso implica el desarrollo de la composicién quimica en la cuajada del
queso, debida a la actividad enzimatica y microbiana necesaria para producir el sabor y
el olor caracteristico de cada variedad de queso.

Las cuajadas de las diferentes variedades de quesos pueden ser consideradas como
medios preferenciales donde cierto tipo de microorganismos pueden crecer mejor que
otros (Lawrence y col., 1983).

La principal proteina de la leche es la caseina, de alto peso molecular y gran
contenido en fOsforo. Las distintas caseinas se clasifican seglin su composicion, secuencia
de aminoécidos y genotipos. Asi se clasifican en «y; , oy , By « caseinas, diferenciandose
unas de otras por la variante genética y ademas por el grado de fosforilacion y el contenido
de glacidos. La caseina se encuentra en la leche formando un complejo de fosfocaseinato
calcico en disolucion coloidal, constituido por micelas de distintos tamafios (20 a 600 nm)
e igual carga negativa que hace que se repelan entre si.

La fabricacion del queso es lograda por la remocion de humedad a partir del
coagulo. En la leche, las micelas de caseina contienen grandes cantidades de agua
(alrededor de 2 g de agua/ g de caseina). Aproximadamente la mitad de esta agua es
removida durante la fabricacion del queso junto con cantidades variables de calcio y de
fosfato. La cantidad de fosfato de calcio micelar perdida se determina por la acidez
desarrollada antes de que el suero sea drenado desde la cuajada.

Estudios de microscopia electronica muestran que el queso consiste de una matriz
continua de proteinas en la cual se encuentra, en forma dispersa, una fase grasa
discontinua. La caseina contribuye a la formacion de la estructura basica del queso.
Creamer y Olson (1982), observaron que la microestructura de los quesos consiste en una
malla proteica formada por moléculas de o caseina. La resistencia de esta malla proteica

depende de factores tales como el contenido de agua, grasa y minerales presentes en el
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queso. Se supone que el calcio podria actuar como enlace entre las cadenas proteicas o
bien que los efectos de neutralizacidon de cargas generarian puentes entre las proteinas.
La conversion de la cuajada en queso maduro esta determinada principalmente por
la protedlisis. La actividad proteolitica en el queso estd principalmente determinada por
los niveles de cuajo residual, las proteinasas nativas de la leche presentes, las proteasas
microbianas, la relacién sal/agua, la temperatura de maduracion, el tipo de coagulante
usado y los cambios de pH durante la maduracion. El potencial de 6xido-reduccion y el

contenido de calcio también pueden ser importantes.

1-2 Clasificaciéon de los quesos

Segin el Codigo Alimentario Argentino (1993) y de acuerdo al contenido de
materia grasa del extracto seco de la pasta los quesos se clasifican en:
a) doble crema: son aquellos cuyo contenido de materia grasa es mayor del 60%.
b) grasos: el contenido de materia grasa se encuentra entre el 40 y el 59.9%.
c) semigrasos: con contenido de materia grasa entre 25 y 39.9%.
d) magros: con contenido de materia grasa entre 10 y 24.9 %.

Segin el tiempo de maduracién y el contenido de agua de la pasta (Codigo
Alimentario Argentino, 1993) pueden ser:
a) quesos de pasta blanda o quesos frescos: contienen entre el 45 y el 55% de agua
(Petit-Suisse, Caccio, Quartirolo, Cremoso, Camembert).
b) quesos de pasta semidura: contienen entre el 36 y el 44 % de agua (Fontina, Pategras,
Cheddar, Tybo).
c) queso de pasta dura: contienen entre 27 y 35% de agua (Reggianito, Sardo,

Provolone).

1- 3 Manufactura del queso

Para llegar de la leche al queso se deben cumplir ciertas etapas tecnoldgicas que

pueden ser resumidas en el siguiente esquema:
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La fabricacion de un queso comprende en general tres etapas fundamentales:
1-La fabricacion de un gel de caseina. Es el cuajado o coagulacion de la leche.
2-La deshidratacion parcial de este gel por sinéresis. Es el desuerado de la cuajada.
3-La maduracion enzimética del gel deshidratado. Es el afinado o maduracion de la

cuajada.
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Formacion del gel de caseina

La coagulacién es una de las etapas mas importantes en el proceso de elaboracion
del queso. Consiste en la floculacion de las micelas de caseina, que se unen para formar
un gel compacto, que contiene el liquido de dispersion que es el suero. El gel formado
atrapa en su estructura la mayor parte de los glébulos grasos. El s6lido himedo una vez
separado resulta rico en caseina y materia grasa, y en el liquido segregado se halla casi
toda la lactosa, las proteinas del suero y muchas sales minerales (Zalazar, 1994).

La coagulacion se puede realizar por medio de una acidificacion lactica o utilizando
cuajo. En realidad todas las cuajadas de queseria se obtienen por accion simultdnea del
cuajo y de la acidificacion lactica, alguna de ambas en mayor proporcién que la otra.

En la coagulacion por acidificacion lactica la desestabilizaciéon de las micelas
ocurre debido a que cuando disminuye el pH se reduce la afinidad por el calcio entre las
submicelas de caseinas. Esto provoca un pasaje gradual de fosforo y calcio desde la micela
hacia el exterior con lo cual ésta se desmineraliza; en consecuencia la micela se disgrega
en submicelas, que por la disminucién de su grado de hidratacion y por su elevado peso
molecular interacciona dando lugar a la floculacién. Este fendmeno se manifiesta en el
punto isoeléctrico de la caseina (4.6) y es necesario llegar a él para lograr que todo el
calcio micelar presente pase disuelto al lactosuero.

Los factores que en la préactica regulan la formacion del gel lactico son temperatura
y modo de acidificacion. La agregacién puede ocurrir a un pH mayor que el punto
isoeléctrico si la temperatura se eleva.

Para obtener un gel liso y homogéneo es necesario producir el 4cido lactico por
via bioldgica en el seno de la leche en reposo (fermentacion lactica).

Las fuerzas que mantienen unidas entre si a las submicelas son de naturaleza
hidrofébica y por lo tanto relativamente fragiles. El codgulo acido obtenido es firme,
friable, poroso y poco contractil y de dificil deshidratacion por la elevada cantidad de agua
retenida por las pequefas particulas de caseina desmineralizadas.

Si bien la coagulacion 4cida sola practicamente no se emplea en la fabricacion de

quesos, tampoco es cierto que la enzimdtica sea la responsable exclusiva del fendmeno.
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Deberia considerarse que el paso previo al agregado del coagulante enzimatico a la leche
es la adicion de un femento lactico, que segin el tipo de queso provocaria un descenso del
pH (Zalazar, 1994).

La coagulacion enzimatica es el sistema mds difundido en queseria y utiliza
sustancias principalmente de origen animal y microbiano.

Los coagulantes de origen animal son en general mezcla de dos enzimas: la
quimosina y la pepsina; la tripsina y la quimotripsina, que son también enzimas del aparato
digestivo animal, no se utilizan debido a su muy elevado poder proteolitico.

El coagulante de origen bovino es el que ha alcanzado mayor difusién. Puede
obtenese tanto de animales lactantes como de adultos. En los animales lactantes el
porcentaje de quimosina oscila entre el 85 y el 100%, ésta es una enzima proteolitica
(endopeptidasa) segregada por la mucosa del cuarto estomago de los rumiantes jovenes
alimentados exclusivamente con leche (terneros, corderos y cabritos); en el animal adulto
la relacidn entre quimosina y pepsina se invierte siendo del 55 al 60% la cantidad de
pepsina en el coagulante. Como otras enzimas digestivas, el cuajo es segregado en forma
inactiva como pro-quimosina. La pro-quimosina se activa espontaneamente a pH S y se
acelera rapidamente a pH 2. La estabilidad de la enzima estd fuertemente ligada al pH y
es maxima a pH entre 5.5 y 5.6 y a pH = 2. A pH superior a 7 se observa cierta
desnaturalizacidon que conduce a pH 8 a una inactivacion irreversible de la enzima. Una
leche alcalina, por consiguiente, no coagula en su presencia. La temperatura también
regula la actividad coagulante de la enzima y ésta es maxima a 40°C. Por debajo de 20°C
la actividad es muy débil.

Se pueden utilizar otros tipos de proteasas coagulantes provenientes de cultivos
microbianos. Las enzimas coagulantes microbianas son elaboradas por distintos hongos
siendo los mas importantes Mucor pusillus var. Lindt, el Mucor miehei var. Cooney et
Emerson y Endothia parasitica (Fox, 1987).

También se obtienen enzimas coagulantes a partir de bacterias tales como: Bacillus
cereus, Bacillus polymyxa, Bacillus mesentericus, pero dichas enzimas existen como parte
de mezclas que contienen otras enzimas altamente proteoliticas que desfavorecen los

atributos de calidad de los quesos.
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Coagulacion por cuajo o enzimdtica

El cuajo actia sobre el fosfocaseinato de la leche fraccionando la sustancia en dos
partes, una soluble llamada proteosa de Hammarsten y la otra insoluble en presencia de
calcio que es el paracaseinato calcico.

Al anadir el cuajo a la leche se produce una protedlisis limitada que se verifica
agregando a la leche mads el cuajo, solucion de acido tricloroacético (TCA) al 12 % vy
midiendo la cantidad de nitrgeno en el filtrado. Esto se conoce como reaccion primaria,
muy rdpida al principio y luego lenta hasta hacerse nula cuando la cantidad de nitrégeno
liberado alcanza al 2% del contenido de nitrégeno de la caseina nativa. Esta reaccion
primaria se desarrolla atin a bajas temperaturas (proximas a 0°C). Al terminar la reaccion
primaria la cantidad de nitdgeno liberado no aumenta mas y es aqui donde la leche coagula
y forma un gel homogéneo. Esta es la llamada reaccidn secundaria, que no procede si la
temperatura no es superior a 15°C. Esto puede interpretarse teniendo en cuenta que la
caseina entera encierra un constituyente, la caseina «, que juega el rol coloide protector
manteniendo disperso el conjunto de los constituyentes de la caseina original en un medio
calcico.

Las dos etapas de accion del coagulante presentan diferentes caracteristicas. La
primera es una accion enzimatica, independiente de los iones calcio, en el transcurso de
la cual se solubiliza una pequefia parte de la x caseina. La segunda etapa, o coagulacion
propiamente dicha, necesita de la presencia de iones calcio.

Se sabe que la k caseina es la tnica caseina hidrolizada por el cuajo, mientras que
las otras caseinas no son atacadas. Esta protedlisis es limitada y genera dos fracciones: una
constituida por 64 aminoécidos, soluble en TCA, llamada caseinomacropéptido y otra
formada por 105 aminodcidos, llamada « paracaseina, que forma un gel retractil que se
vuelve rapidamente fibroso en ausencia de calcio. La porcion de la « caseina que libera
el coagulante representa aproximadamente un tercio de la molécula, no contiene ningin
aminoicido aromdtico pero en cambio conserva los residuos glucidicos de la molécula
original. Esa elevada proporcion de glicidos es la que le otorga al caseinomacropéptido

su gran solubilidad.
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La otra porcion de la « caseina (paracaseina) desprovista de la parte glucidica se
torna insoluble frente a los iones calcio.

El caseinomacropéptido separado de la caseina tiene una carga eléctrica
particularmente elevada. La k caseina descargada se desequilibra idbnicamente provocando
una reorganizacion de su estructura molecular y modificando sus posibilidades de
interaccion. Asi la k caseina pierde sus propiedades estabilizantes y la fraccion « caseina
restante no esta en condiciones de mantener la estabilidad de los complejos formados con
la oy y B caseina. La solucion micelar se desestabiliza y se forma un gel que ocupa todo
el volumen Inicial. Hay que recalcar que si no existiera fosfato de calcio cualquier
caseinato flocularia pero no formaria el gel. El tiempo de coagulacién disminuye cuando
aumenta el contenido en fosfato célcico coloidal para una misma concentraciéon de calcio
idnico. El fosfato confiere una verdadera estructura de sostén al codgulo, cuya consistencia
es tanto mas firme cuanto mas elevado es el contenido de fosfato calcico coloidal en la
leche.

La accion del coagulante sobre la caseina no se limita a las dos reacciones antes
mencionadas. A esto sigue una reaccidn de protedlisis general que se produce a baja
velocidad, denominada reaccion teciaria y que tiene importancia en el proceso de
maduracidn posterior.

Durante la coagulacion las micelas se agregan en floculos y después en fibras
constituyendo finalmente una red tridimensional que contiene en su interior el lactosuero
y los glébulos de grasa. El coagulo obtenido por accion del cuajo es muy distinto del
obtenido por acidificacion lactica. Los factores de los cuales depende el desarrollo de la
coagulacion de la leche por el cuajo son: la dosis de cuajo agregada a la leche (a mayor
dosis mayor coagulacion), la temperatura (la Optima es alrededor de 40°C), el pH de la
leche (pues el cuajo se inactiva en medio alcalino y es Optimo a pH 5.5), el contenido en
iones calcio necesarios para la reaccion de la leche con el cuajo, el contenido de fosfato
calcico coloidal como sensibilizador de la paracaseina a los iones calcio, la dimension de
las micelas de caseina (a mayor tamano menores tiempos de coagulacion) y el contenido
en proteinas solubles de la leche (mayor cantidad, menor posibilidad de coagulacion).

Existen otros factores como la lipOlisis a causa de la cual se generan los acidos
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grasos que se absorben en las superficies de las micelas de caseina y modifican sus
propiedades superficiales. Los 4dcidos también pueden contribuir a la insolubilizacion del
Ca.

El codgulo enzimatico es flexible, elastico, compacto, impermeable y contractil.

Produce un buen desuerado y tolera la accion mecanica que facilita la salida del suero.

Coagulacion ldctica o dcida

Una leche destinada a la fabricacion de quesos debe contener todos los gérmenes
cuya presencia es necesaria para la adecuada formacién y evolucion de la cuajada. Es por
esto que se hace imprescindible perfeccionar la poblacién microbiana de las leches de
queseria. Se deben ajustar los contenidos de fermentos lacticos para obtener los distintos
tipos de quesos.

En la actualidad se utilizan fermentos seleccionados como: bacterias lacticas
(aromatizantes y filantes), mohos (neutralizantes), bacterias alcalinizantes (degradantes de
la caseina) y bacterias propiOnicas (atacan al lactato cédlcico dando propidnico y gas
carbonico) formadoras de ojos.

Se emplean principalmente cultivos seleccionados de bacterias lacticas y mohos.
Los fermentos lacticos se clasifican escencialmente por su temperatura Optima de
desarrollo. En la fabricacion de quesos de pasta fresca se emplean cultivos acidificantes
de Lactococcus lactis subesp. lactis, que se desarrollan bien entre 15 y 18°C. En los
quesos de pasta blanda se utilizan cepas del mismo lactococo que se desarrollan bien entre
20 y 32°C. En la fabricacion de Gruyere se emplean cultivos de fermentos termoéfilos
como Streptococcus salivarius subesp. thermophilus y Lactobacillus helveticus cuyo rango
de temperatura 6ptima de accion esta entre 40 y 50°C. En general no se utiliza un solo
fermento sino varios.

En la fabricacidon de queso Mozzarella se utiliza un cultivo terméfilo constituido
por Streptococcus salivarius subesp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subesp.
bulgaricus. El Streptococcus salivarius subesp. thermophilus es débilmente proteolitico y

por si solo no puede producir suficientes aminoécidos libres y péptidos pequeios, a partir
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de las caseinas, para mantener o generar una Optima produccién acida en la leche
(Kindstedt, 1993). En contraste, Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus es mucho
mas proteolitico y estimula el crecimiento de Streptococcus salivarius subesp.
thermophilus, produciendo péptidos y aminodcidos libres a partir de la caseina de la leche;
se estimula el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus proporcionando
diéxido de carbono, acido férmico y bajando el potencial de 6xido-reduccion de la leche
y de la cuajada del queso (Matalon y Sandine, 1986; Reinbold, 1989).

Para quesos que requieren la aplicacion de mohos se debe aislar un moho que
presente caracteres morfoldgicos y bioquimicos satisfactorios. Con ayuda de este cultivo
se siembra un medio liquido, constituido generalmente por suero lactico, cuyo pH se ha

corregido para permitir el desarrollo 6ptimo del moho.

Desuerado

Tiene por objeto obtener un sustrato que serd sometido a la acciéon de las enzimas
durante el afinado.

El gel, cualquiera que sea su modo de obtencion, se encuentra en un estado fisico
inestable. El liquido que lo impregna (lactosuero) se separa mas o menos rapidamente,
segun las condiciones en que se encuentra, y la fase solida que queda se llama cuajada.

Con el desuerado se afecta al 95% del agua originaria de la leche.

Los geles lacticos pueden considerarse como redes formadas por un conjunto de
filamentos moleculares entrelazados de manera diferente segin el tipo de gel. Se puede
imaginar que las micelas de fosfocaseinato calcico forman los nudos de una red que resulta

de las uniones que se establecen entre ellas.

Sinéresis

Cuando los geles se dejan en reposo evolucionan segin su modo de formacion.
Dejan escapar el lactosuero como consecuencia de la contraccion de la red inicial. Esto se

conoce como sinéresis. Disminuye el grado de hidratacién de las micelas y luego una
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fraccion del liquido instersticial se escapa espontineamente de las mallas de la red.

El otro fendmeno que sucede es el estrechamiento progresivo de las mallas del gel,
debido a la creacion de nuevos enlaces 6 al reforzamiento de los ya existentes. Ambos
fendmenos suceden simultineamente pero sus contribuciones son diferentes y varian con
el tipo de codgulo.

El comportamiento de los geles es diferente segiin su origen. Un gel lactico deja
escapar en forma ripida y espontinea una cantidad importante de lactosuero (es una
disminucién del grado de hidratacion de las micelas). La contraccion de las micelas es
débil o nula. Un gel enzimético, después de su formacion, es casi impermeable. No hay
deshidratacion rapida de las micelas; con el tiempo se contraen y expulsan el lactosuero
y de manera mas fécil si se realiza el troceado para facilitar la eliminacidn.

Se pueden asociar estos comportamientos a la estructura de los diferentes geles. En
un gel lactico, la estructura micelar original de la leche estd modificada por la eliminacion
del Ca y del fosfato calcico coloidal a causa de la acidificacion. Los minerales se
encuentran en el suero como lactato célcico soluble. La desmineralizaciéon de las micelas
disminuye sus dimensiones y aumenta su dispersion. De esta forma el gel estd formado por
una red de mallas muy finas en el seno de la cual la superficie de contacto entre las
micelas y el lactosuero es muy extensa. La cantidad de agua ligada, retenida por la fase
sOlida, es grande y se opone a la deshidratacion, efectuada por los procedimientos clasicos
de desuerado. Por esto se explican las propiedades reoldgicas del codgulo l4ctico. Las
mallas del gel desmineralizadas son de naturaleza exclusivamente organica. Son cadenas
proteicas con cierto grado de polimerizacion y entrelazadas estrechamente para formar una
red, por lo cual el gel no es rigido ni compacto, se desmorona rapidamente con el troceado
6 agitacion y se forman pequeiias particulas de cuajada que nadan en un suero turbio.

En un gel enzimatico, la situacién es muy diferente. La estructura original de la
leche se conserva. Los nodos de la red estdn formados por fosfoparacaseinato calcico, mas
voluminosos que las moléculas de caseina, formando polimeros complejos que constituyen
el gel lactico. Las mallas del gel enzimético son mas grandes y retienen en forma mecénica
una importante cantidad de lactosuero que escapa cuando se corta la red. Ademas, la

elevada carga mineral de las micelas hace que el gel enzimatico sea rigido y compacto. El
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caracter hidr6fobo de la « paracaseina explica la formacion de enlaces hidrofobicos solidos
entre las micelas de fosfoparacaseinato. Estos enlaces son los responsables de la rigidez
y pueden ser el origen de la sinéresis.

En el gel lactico existe gran dispersion de los agregados moleculares de caseina,
la contractibilidad del gel es casi nula y no hay carga mineral con lo cual el desuerado es
dificil y se obtiene una cuajada muy himeda. La adicion de cuajo permite mejorar el
desuerado. Los geles predominantemente lacticos pueden someterse a acciones mecanicas
como el troceado y la agitacion, pero debe prevenirse la pérdida de cuajada con el suero.
Se puede regular la temperatura para controlar el proceso. Si la temperatura es menor de
10°C el desuerado es nulo, entre 10 y 20°C se acelera pero continia siendo lento y a
30°C es rapido pues la viscosidad del lactosuero disminuye. Sin embargo, la fabricacion
de quesos frescos ha demostrado que es preferible desuerar a temperaturas un poco por
debajo de 22°C y con mayor tiempo de desuerado, para evitar obtener pastas demasiado
finas.

Para realizar el desuerado de una cuajada de tipo enzimatico, permitiendo la salida
del lactosuero que impregna el gel, hay que recurrir a acciones mecanicas para destruir
la cohesidn del codgulo y la compactacion del mismo. Esto debe realizarse pues el coagulo
enzimatico no contiene bacterias lacticas y por lo tanto no se acidifica y no desuera cuando
se deja en reposo. Durante el desuerado se produce la contraccion del coagulo, las micelas
se acercan y la malla de la red se estrecha.

Las acciones mecénicas que se ejercen en queseria son el troceado y la agitacion,

controlados por la acidificacion y la temperatura.

Troceado

Consiste en la ruptura de la pelicula que se forma por asociacion de algunos
componentes de la leche pertenecientes principalmente a la fase grasa. De esta forma se
multiplica también la superficie exudativa. Segtn el tipo de queso el troceado se hace mas
o menos intenso. En quesos de pasta blanda, donde el troceado se hace menos intenso, se

obtienen pastas mds himedas, con cuajadas menos desueradas. En quesos de pasta dura,
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con un troceado intenso y altas superficies exudativas, las cuajadas son mas desueradas.
Si el lirado es muy intenso las particulas resultantes son a su vez muy pequeiias y retienen
una cantidad de suero mayor que la prevista. Al existir mucha superficie expuesta se
favorece la hidratacion de las particulas muy pequenias. Existe una dimension 6ptima de
grano para cada tipo de queso.

Es también importante el momento en el que se realiza el lirado después de la
formacion del gel. El periodo transcurrido entre la coagulacion y el lirado es un parametro

importante en el proceso tecnolégico de fabricacion de quesos.

Agitacion

Casi siempre el lirado va seguido de agitacion de los granos para acelerar y
completar el desuerado, renovando asi continuamente la superficie de exudado e
impidiendo la adherencia de los granos, que formarian agegados que retendrian el suero.
La agitacion debe realizarse con cuidado para no romper la cuajada y para que los granos

conserven su integridad, pues de esto depende el rendimiento quesero.

Temperatura en el desuerado

En el desuerado del gel enzimatico su accion es fundamental. La elevacion de la
temperatura permite disminuir el grado de hidratacion de los granos favoreciendo la
sinéresis. En quesos de pasta dura, que sufren un desuerado mecanico importante, el
troceado y la agitacion deben realizarse sobre un coagulo a 32-35°C. Si se enfriara
bruscamente la velocidad de desuerado disminuiria hasta bloquearse. La elevacion de la
temperatura debe hacerse progresivamente; en calentamientos bruscos se forma una costra
sobre la superficie de los granos que los impermeabiliza, dificultando el desuerado.
Ademas, si la temperatura de coccion es muy elevada, se modifica la estructura proteica
y puede haber desnaturalizacion. Asimismo el desarrollo de algunos microorganismos

indispensables puede verse comprometido.
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Acidificacion

En los geles enzimaticos es necesaria la accion del proceso biolégico de
acidificacion, que le confiere al queso la textura y la plasticidad conveniente.

La accion de la acidificacion es la responsable del armaz6on mineral de la cuajada.
La acidificacion favorece el drenado del suero aumentando la permeabilidad del gel,
debido a la disolucion de la armadura célcica. La acidificacion regula el contenido de
minerales de la cuajada y con ello la evolucion y caracteristicas finales del queso.

Los factores que regulan la acidificacion son: la poblacién de bacterias lacticas
acidificantes en el codgulo, la aptitud del codgulo para el desarrollo de esta poblacion
microbiana, la temperatura y la velocidad del desuerado.

En quesos de pasta dura la acidificacion se realiza progresivamente durante el
troceado y agitacion, mientras que en los quesos de pasta blanda y en algunas de pasta

firme, la acidificacion se realiza antes de cualquier accién mecénica (Veisseiyre, 1980).

Lavado de los granos

En algunos procesos de fabricacidén de quesos de pasta prensada se efectia un
lavado de los granos después del troceado y eliminacion del suero. Este lavado se realiza
con agua o salmuera de poca concentracion. La operacion tiene como objetivo diluir los
componentes solubles del codgulo y extraer la fraccion del suero retenida en el interior de
los granos. Con el lavado, cuando el tiempo de contacto es suficientemente largo, se
extrae como componente soluble la lactosa, con lo cual la cuajada tiene pocas posibilidades

de acidificacion.

Prensado de la cuajada

Con el prensado se completa el desuerado y se confiere al queso su forma
definitiva. Si durante el prensado la salida del suero es lenta se puede ocasionar un

desuerado insuficiente y una acidificacion y desmineralizacion excesiva de la pasta con lo
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cual esta resulta seca y poco flexible. El aspecto y la acidez del suero obtenido son
parametros que determinan la calidad del producto. Las condiciones del prensado son

distintas para cada tipo de queso: la presion a aplicar, la duracion de la operacidn, etc.

Salado

Mediante el salado se regula el desarrollo microbiano. El salado de realiza en seco
0 por inmersion en bafio de salmuera. En el caso de salado en seco el NaCl afiadido, que
recubre la superficie del queso, absorbe agua de las capas superficiales del queso y del
interior del mismo. La absorcion del agua por la capa de sal y la evaporacién atmosférica
traen como consecuencia la formacion de la costra superficial y la deshidratacion parcial
de la pasta, favorecida por la contraccion de las proteinas, causada por la disminucién del
grado de hidratacion de las mismas.

El salado en salmuera contribuye al desuerado de la pasta. La composicién de la
salmuera cambia con el tiempo,"envejece”, lo cual prueba el pasaje de agua hacia ella,
comprobado por el descenso del contenido de NaCl y por el incremento de los
componentes del lactosuero. Tiene como ventajas un salado mas regular y economia de
mano de obra. Se modifica el reparto de las sustancias minerales: el calcio tiende a
abandonar la pasta mientras que el sodio de la salmuera y el potasio de la pasta tienden
a acumularse en el interior del queso. Estos intercambios dependen de la temperatura y de

la concentracion salina.

1-4 Maduraciéon o afinado de la cuajada

Esta es la ultima etapa de la fabricacion del queso. Después del desuerado la
cuajada tiene forma, volumen y un grado de compactacion ya determinados, al igual que
su composicién quimica. En estas condiciones la cuajada suele ser &cida por la presencia
de acido lactico. En los quesos frescos la fabricacion se interrumpe en esta etapa.

El resto de los quesos sufre una maduracion bioldgica mds o menos pronunciada

a los fines de desarrollar su aroma y sabor y modificar su aspecto, textura y consistencia.
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La maduraciéon modifica también la digestibilidad y el valor nutritivo de los quesos. Todos
los quesos sufren fermentacion. El afinado es diferente para los distintos tipos de quesos.

El proceso de afinado comprende tres grandes fendmenos: fermentacion de la
lactosa, hidrélisis de las grasas y protedlisis de la caseina. A esto se suman procesos

fisicos como la evaporacion del agua o la difusion de la sal.

Agentes del afinado

Comprenden las enzimas enddgenas de la leche, las enzimas coagulantes y las
segregadas por la flora microbiana tanto del cultivo iniciador como de las restantes

bacterias presentes ( Fox y Law, 1991).

Enzimas de la leche

La leche contiene alrededor de 30 enzimas nativas ya sea en el suero, en las
micelas de caseina, en el glébulo graso o en particulas microsomaticas. De estas enzimas
algunas son proteasas, siendo la més estudiada la alcalina (MAP). También se detectd en
leche la presencia de plasmindgeno, precursor inactivo de la MAP. La MAP estd asociada
a la micela caseinica, lo mismo sucede con el plasmindgeno. La plasmina también se ha
detectado en la membrana del globulo graso.

La MAP hidroliza las caseinas o, y 8 a mayor velocidad que la «y,. La plasmina
muestra maxima actividad a pH 7.5 (Kaminogawa y col., 1984) pero es ain activa bajo
condiciones de coagulacion de la leche y de maduracion del queso. Esta proteinasa que se
demostrd era igual a la enzima de la sangre (una serinoproteinasa), esta presente en la
leche en relativamente pequefas pero significativas cantidades como precursor inactivo
(Eigel y col., 1979; Kaminogawa y col., 1984; Haasnoot y col., 1989). Estos precursores
pueden ser convertidos en plasmina activa por activadores naturales presentes también en
la leche. Al pH normal de la leche y en leche fresca, la enzima activa se encuentra
asociada con las micelas de caseina y en una pequefa parte con las membranas de los

globulos de grasa de la leche. La asociacion desaparece si el pH desciende. Los
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activadores plasminogénicos también estdn unidos a las micelas de caseinas y pueden
entonces ser incorporados junto con la plasmina a la cuajada del queso. Bajando el pH de
la leche o0 agregando Na Cl a ésta se permite la separacién de la plasmina de las micelas
de caseina (Richardson y Creamer, 1973; Grufferty y Fox, 1988). El pH al cual la
disociacion completa tiene lugar (pH=4.8) es lo suficientemente bajo para que la enzima
esté presente en las cuajadas de casi todas las variedades de quesos.

Otras proteasas neutras de la leche, asociadas a la fraccion « caseina y ligada a las
micelas, son termoresistentes (resisten 30 minutos a 63 °C), tienen pH 6ptimo 8-8.5, que
esta bastante alejado al pH de la cuajada (5-5.5), y existen en baja concentracion en la
leche. Por esto se considera que no cumplen un importante papel en el afinado sobre todo
si se las compara con las proteasas microbianas.

Las lipasas endogenas se las considera mas importantes. La lipasa plasmaética,
asociada a la « caseina, y localizada en el seno de las micelas, con pH 6ptimo a 8.5-9
mantiene su actividad aun a pH 5-6. Es poco termoresistente e interviene s6lo en los
quesos de pasta blanda.

La fosfatasa 4cida tiene pH optimo entre 4.6-4.8 y es termoestable. Actualmente
se sabe que la caseina desfosforilada es mas sensible a la accion de las proteasas. Por
consiguiente la fosfatasa acida puede intervenir en la maduracion.

De lo anterior se deduce que las enzimas endogenas de la leche tienen un accionar

limitado en la maduracion del queso.

Enzimas coagulantes

Las enzimas coagulantes de la leche tienen alta actividad a pH bajo. Durante la
manufactura del queso y durante su maduracion, su accion a pH entre 4.5 y 6.5, es de
particular interés. La funcion primaria de las enzimas coagulantes de la leche es como ya
se menciond, la de iniciar la coagulacion en la leche destinada a la fabricacion de queso.
Esto incluye la rapida y especifica divisién de la parte de la molécula de « caseina
localizada en la periferia de las micelas de caseina (Schmidt, 1982; Walstra, 1990). La

accion enzimética inestabiliza las micelas, que se hallaban dispersas coloidalmente por
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repulsion electrostdtica y estérica. Luego la leche empieza a coagular, a una temperatura
adecuada, bajo la influencia de los iones Ca del medio. El cuajo como enzima proteolitica
no sé6lo interviene en la formacion del codgulo sino en su evolucién posterior. Durante la
maduracién la accién endopeptidasica del cuajo recae sobre el conjunto de proteinas de la
cuajada. Las moléculas proteicas se fragmentan en cadena liberando productos de pesos
moleculares elevados (polipéptidos).

Durante la coagulacion, una pequeifia parte de las enzimas del cuajo se incluyen
en el gel proteico formado y contribuyen a iniciar las etapas de la maduraciéon por una
lenta degradacion de las proteinas de la cuajada (principalmente o, oy, By « caseina).
La cantidad de cuajo remanente depende de factores tales como qué cantidad del mismo
se agrega a la leche para queso, el pH de la leche y el del cuajo mismo, la temperatura
de coccion y la velocidad de produccidn acida por el agregado de bacterias dcido l4cticas.

La velocidad de hidrolisis inducida por la quimosina sobre la o, y 8 caseina esta
determinada por los estados de agregacion de las moléculas de sustrato, que pueden afectar
el acceso a los puentes peptidicos que podrian ser potencialmente rotos.

El coagulante juega el principal papel en la ruptura inicial de la o caseina (Bertola
y col, 1991), hasta llegar a su desaparicion si el tiempo de maduracion es suficiente. Aqui
se ven involucrados dos factores: 1) la especificidad enzimatica y 2) la accesibilidad de la
enzima a los puentes peptidicos.

La caseina oy en solucion tiene algunas uniones susceptibles a la quimosina cuya
hidrolisis es dependiente del pH y del cloruro de sodio. La caseina «; se hidroliza
inicialmente a oy I (25-199) y luego a ag - V (30-199) que son los mas importantes
productos de la accion del coagulante (Fox y Law, 1991).

La (3 caseina permanece casi sin hidrolizar por accion del cuajo en las etapas finales
de la maduracién, para casi todas la variedades de queso; algunas variedades, en las cuales
la presencia de algin hongo especifico ataque a la 8 caseina, presentan hidrolisis de la
misma.

La insensibilidad de la « caseina y de la o, caseina al ataque de la quimosina puede
deberse a la estructura entrecruzada de las mismas. En los quesos que contienen muy poco

o nada de coagulante, la plasmina aparece como responsable del inicio de la degradacion
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de las caseinas.

La participacion del cuajo en el fendmeno de afinado varia con el tipo de queso.
El lavado y la coccidn entorpecen la retencion de la enzima o la inactivan parcialmente.

Por accién del cuajo se liberan grandes moléculas nitrogenadas que son utilizadas
por enzimas microbianas que las transforman en moléculas de bajos pesos moleculares que
dan asi al queso aromas y sabores caracteristicos (Visser, 1993).

En resumen el cuajo inicia la protedlisis cuando el sustrato es ailn acido y prepara

la accion de las enzimas microbianas.

Enzimas microbianas

Un aporte muy significativo al proceso de maduracion lo realizan las enzimas
provistas por los microorganismos que se hallan presentes en el queso. Las enzimas
microbianas especificamente incluyen las de las bacterias lacticas mesoéfilas y termofilas
que se encuentran presentes en los fermentos o starters utilizados. Ademas estan las
enzimas aportadas por microorganismos que se hallan en tipos particulares de quesos como
son los enterococos, pediococos, micrococos, bacterias propidnicas, diversos hongos y
levaduras y las enzimas de microorganismos de contaminacion (Zalazar, 1994).

El cultivo iniciador proporciona las enzimas proteoliticas originadas por las
bacterias acido lacticas que lo constituyen. Estas enzimas pueden subdividirse en
proteinasas y peptidasas (endopeptidasas, aminopeptidasas, di y tripeptidasas), algunas de

las cuales juegan un papel especifico en las sucesivas etapas de degradacion proteica.

Flora microbiana

En la cuajada coexisten una poblacion microbiana formada por distintas especies.
El sustrato se modifica por aparicion, multiplicacion y muerte de esta poblacién, asi como
por la secrecion celular y la degradacion y consumo de algunos componentes. Se establece
un equilibrio dindmico y cambiante ocasionado por la diversidad de microorganismos

presentes y por sus condiciones de desarrollo, asociacidn, simbiosis y antagonismos.
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Cada tipo de queso tiene una microflora especifica actuando sobre un sustrato.

Las bacterias lacticas son Gram+, generalmente inmdviles, no esporuladas, catalasa
negativas, oxidasa negativas.

Los principales géneros de bacterias lacticas presentes en fermentos lacteos son:

Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus.

Estreptococos lacticos: Los estreptococos lacticos meséfilos se encuentran actualmente
clasificados como género Lactococcus (Leveau y Bouix, 1993).

Las bacterias lacticas heterofermentativas mesofilas que se encuentran en quesos
de pasta blanda son: Lactococcus lactis subesp. lactis, Lactococcus lactis subesp.
cremoris, Lactococcus lactis subesp. diacetylactis y en los de pasta cocida se encuentran
bacterias termofilas como el: Streptococcus salivarius subesp. termophilus (Leveau y
Bouix, 1993). La principal funcion de estas bacterias es la de transformar la lactosa en

acido lactico.

Lactobacilos: Son parte de la flora habitual de todos los quesos. Dentro de las especies
mesofilas pueden citarse Lactobacillus casei subesp. casei y Lactobacillus plantarum que
proceden de la contaminacion de la leche y la cuajada; mientras que las especies termofilas
(Lactobacillus delbrueckii subesp. lactis, Lactobacillus helveticus y Lactobacillus
delbrueckii subesp. bulgaricus) ( Leveau y Bouix, 1993) son aportados por los fermentos

lacticos en los quesos de pasta cocida y contribuyen a la acidificacion durante el prensado.

Enterococos: Tienen gran poder acidificante y se encuentran en todos los quesos. Son

termorresistentes y tienen gran actividad proteolitica.

Micrococos, estafilococos y especies afines: Los micrococos estan presentes en todos los
quesos. La sal y las salmueras son las principales fuentes de micrococos. Intervienen en
la evolucion de las pastas por su actividad proteolitica.

Los estafilococos acompaiian a los micrococos en la flora de algunos quesos como

el Roquefort.
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Las corynebacterias son utilizadas en la industria quesera; Brevibacterium linens

intervienen en los procesos de maduracién como el Brie, Munster, Tilsit.

Otras bacterias: Bacterias como Propionibacterium shermanii se multiplican en la pasta
del queso debido a su caracter anaerobio. A partir del acido lactico forman acido
propionico, acido acético, compuestos volatiles diversos y gas carbonico, responsable de
la formacién de ojos.

Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium son indeseables por su actividad
lipolitica que puede conducir a sabores indeseables de los quesos (butirico). Los
clostridios, si se encuentran en gran cantidad, producen el hinchamiento tardio de los

quesos de pasta cocida.

Levaduras: Se encuentran en todos los quesos, principalmente en la superticie. Los
géneros mas frecuentes son Saccharomyces, Candida v Torulopsis. Metabolizan ¢l acido
lactico y por consiguiente producen desacidificacion de las pastas. Algunas especies
fermentan la lactosa con formacién de alcohol. La mayoria de las levaduras secretan
estearasas que producen acetato de etilo. Algunas especies por su poder proteolitico y

lipolitico intervienen directamente en la maduracion de la cuajada.

Mohos: En algunos quesos son agentes esenciales del afinado. En otros casos se produce
el enmohecimiento superficial (Geotrichum candidum) al comienzo del afinado de los
quesos de pasta blanda: luego el salado inhibe el crecimiento que intluiria

desfavorablemente por sus propiedades proteoliticas y lipoliticas.

Modo de accion de los microorganismos.

Los microorganismos actuan:
-por excrecion al medio de enzimas extracelulares
-por liberacién de enzimas intracelulares debida a autolisis

Debido a la gran poblacion microbiana presente en la cuajada resultante del proceso
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de fabricacién existen varios sistemas activos enzimaticos.

Muchos microorganismos desaparecen durante la maduracién y la desintegracion
de las células genera miltiples enzimas que se suman a las ya existentes.

Los modos de degradacion de los componentes de las pastas se revelan mediante
el aislamiento de los sistemas enzimdaticos microbianos. La produccidn de enzimas por una
especie microbiana determinada es una caracteristica de cada cepa y estd sujeta a
variaciones notables.

Las bacterias lacticas son nutricionalmente exigentes y tienen requerimientos
complejos de aminodcidos. La concentracion de aminoacidos libres en la leche no es
suficiente para satisfacer estas necesidades, pero estas bacterias tienen sistemas
proteoliticos que incluyen proteinasas y peptidasas que pueden hidrolizar las proteinas de
la leche hasta aminoacidos. Las proteinasas del starter contribuyen poco a la formacion de
péptidos grandes siendo responsables de la formacion de pequeiios péptidos y aminodcidos
libres (Zalazar, 1994). Las proteasas microbianas degradan los productos de la accion del
coagulante sobre la caseina og; mostrando una accién complementaria.

Las bacterias lacticas mesofilas han sido mas estudiadas que las termofilas. En
quesos duros el coagulante es casi totalmente desnaturalizado por el calor, pero la plasmina
es muy activa y podria ser el mayor responsable de la protedlisis primaria de las caseinas;
asimismo, el sistema proteolitico de las bacterias lacticas termofilas tendria participacion
en la formacion de pequefios péptidos y aminoacidos.

Ademads de las bacterias lacticas en los quesos elaborados con leche cruda estan
presentes una gran variedad de microorganismos. En quesos de mas largo periodo de
maduracion se observa una sucesion en los microorganismos predominantes que encuentran
posibilidades de evoluciéon y que producen las caracteristicas organolépticas distintivas.
Ademads de los lactobacilos y estreptococos contribuyen las bacterias propidnicas, los
micrococos, enterococos y estafilococos.

Las bacterias propidnicas conducen a la formacion de acido propidnico, acético y
diéxido de carbono a partir del 4cido lactico, produciendo ojos en el queso y aromas
particulares. Tienen asimismo una actividad lipolitica marcada pero su actividad

caseinolitica no es importante.
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Cepas no patégenas de micrococos y estafilococos han mostrado actividad en la
degradacion de las caseinas.

Los enterococos en general poseen una buena aptitud para acidificar la leche. Su
presencia en distintos tipos de quesos, provenientes de la leche cruda o de los fermentos
naturales utilizados puede llegar a ser significativa. El empleo de enterococos no solo es
aconsejado para lograr una adecuada acidificacion sino para estimular otras bacterias
lacticas.

Los quesos madurados con adicion de hongos, tales como P. roqueforti o P.
caseicolum, deben considerarse en forma particular por los cambios que se inducen en las
grasas y en las proteinas. Estos dos tipos de hongos tienen sistemas proteoliticos muy
potentes. El micelio de los mismos también contiene proteinasa y peptidasas intracelulares
liberadas al medio cuando los hongos mueren y se lisan. La liberacion de aminoacidos y
la posterior desaminaciéon de los mismos conduce a la formacidn de amoniaco, lo cual
eleva el pH y otorga a los quesos sabor y aroma particulares.

Entre los sistemas enzimdticos puestos en evidencia, que tienen interés en el
afinado, figuran las proteasas, lipasas, decarboxilasas, desaminasas, deshidrogenasas y

fosfatasas.

Proteasas: Los microorganismos proteoliticos (mohos, levaduras, enterococos vy
micrococos) generan proteasas extracelulares. La actividad de dichas proteasas depende
del pH Optimo para cada una. Las diferencias de pH Optimos sugiere que las proteasas
fangicas actdan al principio de la maduracion cuando la pasta es dcida, mientras que las
proteasas de los micrococos actdan al final cuando la pasta es casi alcalina. Las bacterias
lacticas tienen enzimas proteoliticas intracelulares (pH dptimo 6-6.5) y probablemente son
los principales implicados en la degradaciéon de quesos de pasta firme.

Los lactobacilos también poseen proteasas intracelulares y generan proteasas
extracelulares.

Las proteasas neutras suelen ser agregadas para acelerar la maduracién (Law vy

Wigmore, 1982).

23



Introduccion

Lipasas: Los mohos y las levaduras, asi como las bacterias psicrétrofas, micrococos y
bacterias licticas generan lipasas exta e intacelulares. La mayor parte de los estreptococos
lacticos y lactobacilos tienen actividad lipasica escasa pero susceptible de intervenir de

manera significativa en la degradacion de grasas de las pastas.

Otras enzimas: Lactobacilos, bacterias coliformes, bacilos y clostridios poseen
decarboxilasas que actian sobre aminodcidos, participando en el afinado de las pastas
blandas produciendo aminas y gas carbdnico.

Estreptococos lacticos y lactobacilos producen desaminasas que actiian sobre los
aminodcidos dando compuestos fendlicos y amoniaco que contribuyen al aroma de los

quesos de pasta blanda.

Mecanismos bioquimicos de la maduracion del queso

La maduracion implica la degradacion de los componentes de la cuajada y la
sintesis de nuevos componentes por accion de los microorganismos. Los productos de
degradacion pueden sufrir también transformaciones enzimaticas.

En los mecanismos bioquimicos del afinado ocurren tres procesos: la glicolisis, la

lipdlisis y la protedlisis.

Glicolisis

La transformacion de la lactosa en acido lactico se realiza a través de las bacterias
lacticas. La glicolisis comienza durante la coagulacion y el desuerado y continda durante
la maduracion con mayor o menor intensidad culminando con la desaparicion casi completa
de la lactosa en algunos quesos.

La formacioén de acido lactico cumple un rol tecnolégico de importancia ya que
favorece el secado de la cuajada durante la coccion, actua impidiendo la contaminacion por
microorganismos no casearios y en los quesos blandos genera un ambiente de bajo pH que

favorece la accidn proteolitica del coagulante. Practicamente el 98% de la lactosa de la
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leche se pierde en el desuerado ya sea como lactosa o 4cido lactico. La lactosa que queda
en la cuajada disminuye hasta desaparecer totalmente a las pocas horas desde su
elaboracién. El acido lactico es neutralizado a lactato y su concentracion sube durante el
primer periodo en la cuajada y luego disminuye debido a su metabolizacidn por distintas
vias que dependen del tipo de queso. Mediante la gliclisis no sélo se origina acido lactico
sino también otros componentes responsables del aroma (etanol, gas carbonico, acetoina
y diacetilo).
Otras bacterias, ademas de las lacticas, fermentan la lactosa en la cuajada. Las
bacterias coliformes generan acido lactico, butirico y acético, gas carbonico e hidrogeno.
Las levaduras originan alcohol etilico, acetaldehido, glicerol, acidos organicos, gas
carboénico, etc.
Las bacterias lacticas forman productos cetonicos que son los precursores de

aromas en los quesos (aminoacidos, acetoinas, diacetilo y 4cido acético).

Liplisis

La materia grasa juega un rol importante en las caracteristicas quimicas y
fisicoquimicas del queso. Estd compuesta fundamentalmente por triglicéridos y debido a
la acciéon hidrolitica de ciertas enzimas se desdobla en glicerol y acidos grasos libres los
que a su vez se convierten en otros productos.

Los 4cidos grasos liberados y sus productos de transtormacion influyen en el pertil
organoléptico del queso. El grado de lipolisis varia con el tipo de queso.

Las lipasas responsables de la hidrolisis de las grasas pueden tener distinto origen.
Las naturales o constitutivas de la leche son de dos tipos, la mayor o plasmatica asociada
a la micela caseinica y la de membrana asociada al globulo graso; sin embargo estas
lipasa no tienen gran interés en la maduracion de los quesos elaborados con leche
pasteurizada ya que se inactivan por tratamientos térmicos.

Tampoco se puede atribuir a las lipasa aportada por los coagulantes un rol
trascendente en la lipolisis ya, que los coagulantes de origen bovino o microbiano han

alcanzado una pureza tal que se excluyen de su composicion las lipasas.
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Las bacterias psicrotrofas de contaminacién son muy lipoliticas y elaboran enzimas
muy termoresistentes que pueden alterar las caracteristicas organolépticas del queso.

Las lipasas fuingicas producen en cambio modificaciones deseables y en general
controladas; los hongos que las originan son agregados especialmente para obtener
variedades particulares de queso.

La lipolisis no siempre es el origen de los acidos grasos libres; la degradacion de
la lactosa es la fuente de los 4acidos acético y propidnico y la protedlisis es el origen de
acético, propionico y 4acidos volétiles ramificados como isobutirico, isovalerianico e

isocaproico.

Protedlisis

Las proteinas y especialmente la caseina, constituyen los componentes que juegan
el rol mas importante en la maduraciéon de los quesos. Por accién del cuajo, la caseina
pasa a para-caseina, lo que constituye el principio del conjunto de transformaciones
causadas por accion de las enzimas de procedencia microbiana y las aportadas por el cuajo
y la leche cruda.

Durante la maduracion, la mayoria de las proteasas actian sobre la «g, caseina
hidrolizandola. Aunque casi siempre la «g; caseina es la primera en ser hidrolizada y
generalmente es la mas extensamente degradada, también la 3 caseina puede sufrir el
ataque de las proteasas y peptidasas dando polipéptidos que luego son degradados
formando péptidos o aminoacidos de menor peso molecular.

Estos cambios producidos sobre las « y 8 caseinas pueden ser definidos como una
protedlisis primaria, principalmente debida a la accion de las proteasas del cuajo y de las
nativas de la leche; mientras que las enzimas de los fermentos lacticos tienen mayor
importancia en la fase secundaria de la protedlisis, liberando péptidos y aminoécidos que
son solubles en la fase acuosa del queso. La importancia de esta fraccion soluble en agua
es la de constituir un conjunto de compuestos precursores para el desarrollo del flavor
(Visser, 1981; Rank y col., 1985; Lawrence y col., 1987).

En queso hay que considerar como medio la matriz compacta de caseina, entonces
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el estado inmovilizado de las enzimas del cultivo iniciador sigue manteniéndose durante
la maduracién por periodos prolongados, sin migrar al medio. Por ello el efecto
proteolitico tiene lugar, a causa de estas enzimas, durante la maduraciéon (Thomas y
Pritchard, 1987).

Durante la maduracion no toda la caseina es degradada. En las pastas blandas mas
afinadas, menos del 35-45% del nitrégeno total se encuentra como nitrégeno no caseinico.

La gran variedad de productos que se acumulan en la pasta durante la maduracion
(proteasas, péptidos, aminodcidos, aminas, amoniaco, sulfuro de hidrégeno, acidos
volétiles, aldehidos, cetonas, etc) se deben a la complejidad bioquimica de las sustancias
nitrogenadas del queso, a los muchos agentes proteoliticos presentes y a la gran cantidad

de vias metabdlicas que el proceso degradativo puede seguir.

Factores condicionantes de la maduracion

Los factores que regulan la maduraciéon son la aireacion, la humedad, la

temperatura, €l contenido de sal y el pH.

Aireacion: permite asegurar las necesidades de oxigeno de la flora superficial de los

quesos: mohos, levaduras, micrococos, etc.

Humedad: favorece el desarrollo microbiano. Las pastas de quesos blandos se maduran
rapidamente mientras que las pastas de quesos de pasta cocida lo hacen lentamente. La
humedad relativa del medio regula el agua libre necesaria para el desarrollo de los
microorganismos. Algunos gérmenes satisfacen sus necesidades a niveles bajos de actividad

acuosa, por lo cual se desarrollan en medios salados, con presion osmdtica elevada.

Temperatura: regula el desarrollo microbiano y la actividad enzimética. Los
microorganismos de la flora superficial de los quesos tienen un desarrollo 6ptimo entre 20
y 25°C; las bacterias lacticas proliferan mds rapidamente a 30-35°C si son mesofilas

(Lactococcus lactis subesp. lactis, Lactococcus lactis subesp. cremoris, Leuconostoc

27



Introduccion

citrovorum) y a 40-45°C si son terméfilas (Streptococcus salivarius subesp. thermophilus,
Lactobacilus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus)

La temperatura Optima no es la misma para el desarrollo de bacterias, para la
actividad enzimética y para la producion de las enzimas.

En la practica industrial el afinado de las pastas se realiza a una temperatura muy
inferior a la temperatura Optima de actividad enzimatica (7 a 10 °C para pastas blandas,
10 a 12°C para pastas prensadas, 12 a 13°C en la cava fria y luego 16 a 20°C en la cava
caliente para pastas cocidas).

Estd demostrado que la hidrolisis de la o, caseina disminuye a medida que
disminuye la temperatura de almacenamiento de los quesos, aunque no muy marcadamente.
Sin embargo es importante la hidrélisis de la 3 caseina con la disminuciéon de la
temperatura. Ya que la ag, caseina es el elemento estructural mas importante en la
fabricacion del queso, esto explicaria que almacenando entre 2 y 10°C los cambios de
textura no sean excesivamente diferentes (de Jong, 1978). Un aumento en las temperaturas
de almacenamiento, cuando se trata de temperaturas de alrededor de 10°C, tiene un efecto
significativo en los cambios de textura, aunque no tan grandes como el efecto en el
desarrollo del sabor. A mayores temperaturas, los cambios mas grandes son en la hidrolisis
de las proteinas y por consiguiente en los cambios de la textura. Estudios en queso
Cheddar mostraron que el desarrollo de la textura, para una temperatura de
almacenamiento de 8°C y un tiempo de almacenamiento de 16 semanas era equivalente al

que correspondia a una temperatura de almacenamiento de 15°C durante ocho semanas
(Fedrich y Dulley, 1984).

Contenido de sal: regula la actividad del agua en la pasta y produce asi una seleccion de
microorganismos.

El contenido de sal referido a la fase acuosa en la que esta disuelto es de alrededor
de 4-5%, cantidad suficiente para inhibir el desarrollo de la mayoria de las bacterias
lacticas. Sin embargo se constata que se mantiene una flora predominantemente lactica,
probablemente porque algunos microorganismos proteoliticos (estafilococos, micrococos

y enterococos) incrementan la resistencia a la sal de las bacterias lacticas.
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A altas concentraciones de sal y a altas temperaturas, la hidrélisis de las 8 caseinas
por accidon de la quimosina se ve fuertemente retrasada, probablemente por asociacion
hidrofobica de las moléculas de sustrato. La «; caseina es mucho menos afectada por la
concentracion de sal, sus moléculas no se asocian y entonces la ruptura inducida por el
cuajo sobre las o caseinas procede con mayor rapidez que sobre las 3 caseinas.

La protedlisis en quesos durante la maduracion se ve muy afectada por la relacién
sal/humedad. Est4d demostrado que para un tiempo de maduracion de 28 dias a 10°C, para
queso Cheddar, cuando éste tiene una relacion sal/humedad del 4%, el 5% de la o
caseina y el 50% de la 8 caseina permanecen intactas. Cuando la relacion es del 6%, el
30% de la a; caseina y el 80% de la 3 caseina permanecen sin modificarse. Cuando la
relacion sal/humedad es del 8%, el 60% de las «g; caseina y el 95% de la B8 caseina

permanecen sin hidrolizar (Thomas y Pearce, 1981).

PH: gobierna la multiplicacion de los gérmenes y sus actividades bioquimicas. Mohos y
levaduras se desarrollan en medios acidos (pH 4.5 o menores). Las bacterias se desarrollan
en medios neutros y se inhiben a pH menor de 5, aunque los lactobacilos soportan pH de
3.5. El pH es un condicionante del desarrollo microbiano y a la vez un resultado del
mismo.

La distribucion de la quimosina en la cuajada y en el suero es pH dependiente
(Holmes y col., 1977). Sin embargo la distribucién de cuajo microbiano entre cuajada y
suero no depende del pH. La cantidad de oy, caseina del queso que se hidroliza es
practicamente la misma, independientemente del pH inicial de la leche.

Durante el drenado la mayor parte del coagulante se pierde con el suero; pero el
coagulante retenido en la cuajada depende del pH y de la proporcion de suero retenido.
Si se baja el pH de la cuajada por adicion de acido, la mayor parte del cuajo es retenido
en la cuajada y la mayor proporcion de la oy caseina es hidrolizada por la quimosina del
cuajo bovino.

Es adecuado frenar el desarrollo de la acidificacion lavando los granos de la
cuajada, disminuyendo asi el contenido de lactosa residual o mediante la coccidn de los

granos que permiten un desuerado intenso.
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1-5 Aroma y sabor en quesos.

El desarrollo del "flavor" (aroma y sabor) es sumamente importante para la
aceptabilidad de los quesos. El flavor del queso se atribuye a una mezcla compleja de
compuestos quimicos aromaticos, volatiles y no volatiles. Son importantes los metabolitos
producidos a través de la fermentacion de la lactosa, los productos de la protedlisis y los
de la lipdlisis. Los perfiles de sabor de los quesos son complejos y variables dependiendo
de qué tipo de queso se trate. Estos perfiles se ven influenciados por muchas sustancias:
acidos organicos, compuestos sulfurados, aminoacidos libres, lactonas, metil cetonas,
alcoholes, sustancias fendlicas, etc (Seitz, 1990; Urbach, 1993).

La accion residual de enzimas coagulantes de la leche, proteinasas de la leche y
proteinasas del cultivo iniciador proveen un sustrato adecuado para las peptidasas, que en
altima instancia generan pequefios péptidos y aminoacidos (Visser y col., 1975; Law,
1982; Thomas y Pritchard, 1987; Exterkate y col., 1992).

La actividad microbiana del cultivo iniciador residual en el queso, como asi
también de la flora propia durante la etapa de maduracion influyen en el aroma y sabor
del queso (Gilles y Lawrence, 1973; Lawrence y col., 1983, 1984; Grazier y col., 1991,
1993).

Los aminoacidos libres influyen en el aroma de los quesos y al conjunto de ellos
se le atribuye el "aroma de fondo" de los quesos madurados. Se ha informado la existencia
de una relacién definida entre el aroma del queso y la concentracion de determinados
aminodcidos libres como la tirosina, triptofano, prolina y 4cido glutdmico. La protedlisis
de la caseina no termina en los aminoacidos. Algunos de ellos se encuentran en mayor
proporcién en los quesos que en la leche y otros nuevos aparecen. También se detecta la
presencia de aminas no volatiles o de amoniaco libre.

La idea de que los aminodcidos libres y sus productos de descomposicion pueden
ser importantes en la formacién del flavor del queso fue aceptada hace anos (Malder,
1952; Marth, 1963). El contenido de nitrégeno aminico refleja la cantidad de aminoacidos
libres y pequeiios péptidos presentes en el queso.

Defectos desagradables del flavor se manifiestan durante la maduracion de quesos
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cuando se inhibe la degradacion, por parte de las peptidasas bacterianas, de péptidos
amargos originados a partir de las 8 caseinas que se acumularon lentamente. El sustrato
especifico de las proteinasas del cultivo iniciador particular determina la cantidad de
péptidos desfavorables formados. Una vez formados estos péptidos pueden ser degradados
por una accion secuencial por los varios tipos de peptidasas presentes y el flavor de los
quesos puede ser generado en forma posterior por la conversidn no proteolitica de
aminodcidos por via enzimdtica y no enzimatica ( Reiter y col., 1969; Stadhouders y Hup
1975; O’Keefe y col., 1976; Law y Sharpe, 1977; Desmazeaud y Gripon, 1977; Lawrence
y col., 1983; Lee y col., 1990).

La degradacion de los aminodcidos puede tener lugar por los pasos de la via
enzimatica (Law, 1987). Los tipos de enzimas que se incluyen en cada reaccién involucran
desaminasas, decarboxilasas, transaminasas y enzimas que convierten las cadenas laterales
de los aminodcidos. Ya que los productos formados son aminas, a-cetoacidos y otros
aminoacidos que pueden convertirse en aldehidos y después de una reduccién y/u
oxidacion en alcoholes y 4cidos, el flavor particular del queso puede ser vinculado con la
conversion de s6lo un namero limitado de aminoacidos. Se deben considerar aquellos
aminoacidos disponibles como sustratos.

Los 4cidos grasos son elementos esenciales para el sabor y el olor. Las diferentes
proporciones de estos acidos en las distintas variedades de quesos les confieren los sabores
y aromas caracteristicos. Los dcidos grasos de cadena corta (C4 a C,) se asocian con la
actividad lipolitica de las bacterias (Green y Manning, 1982; Singh y Kristoffersen, 1970).

La lipolisis genera la formacién de acidos grasos libres pero existen acidos como
el propidnico que es generado a partir de 4dcido lactico por bacterias propidnicas; asimismo
el cido butirico puede originarse no s6lo de la grasa sino también a partir de la protedlisis
y posterior desaminacion de la caseina.

De una manera general se puede establecer que la presencia de dcidos grasos libres
de cadena corta en queso, tales como acético, propidnico y butirico estd relacionada con
la intensidad de la fermentacidn bacteriana que ha ocurrido durante la maduraciéon. La
presencia de dcidos grasos libres de peso molecular medio y alto se asocia con la lipdlisis

de la grasa y si son volatiles de cadena ramificada se puede inferir una importante
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degradacion proteolitica de las caseinas.

Algunas enzimas derivadas de los cultivos utilizados como iniciadores y otras
pertenecientes a la flora secundaria introducida durante la manufactura del queso, son
responsables de los cambios quimicos (Bhowmik y Marth, 1990). El metabolismo
heterofermentativo de la lactosa, por accién de la flora del cultivo no iniciador, da como
resultado, por ejemplo, acido férmico, acido acético y etanol (Law, 1984).

El pH de un queso juega un papel particular en el desarrollo del tipo de flora del
queso y esto hace que los componentes quimicos sean diferentes en calidad y cantidad,
dando diferentes caracteristicas de flavor. Esto estd ligado, en los quesos duros vy
semiduros con la desnaturalizacion proteica (Adda y col., 1982).

Altas temperaturas de almacenamiento llevan a la produccion de sabores no
caracteristicos (Aston y col., 1985). Estas temperaturas favorecen la muerte de las
bacterias del cultivo iniciador, antes de completar la utilizacion de la lactosa (Grazier y
col., 1991, 1993).

El cultivo iniciador no es inhibido totalmente por los procesos de salado y puede
entonces metabolizar la lactosa (Lawrence y col., 1984). El cultivo no iniciador también
puede afectar la velocidad del metabolismo de la lactosa. La fermentacion de la lactosa
residual por ambos cultivos se asocia con el flavor desarrollado (Fryer, 1982).

Los lactobacilos heterofermentativos metabolizan el citrato o inducen la actividad
de la enzima oxidasa que actia sobre el NADH dando acido acético, etanol y otros
compuestos carbonilicos (Aston y Dulley, 1982; Laleye y col., 1990). La desaparicion de
citrato puede suceder por mas de un camino: algunos microorganismos como Lactobacillus
casei, L. plantarum y L. brevis utilizan citrato como fuente de energia en ausencia de
carbohidratos. El citrato es convertido a piruvato y luego usado para generar los
componentes celulares. El 4dcido acético que se produce a través del citrato puede dar una
indicacién del grado de metabolismo heterofermentativo de la lactosa. La produccion de
acido propidnico se atribuye a contaminacion de la flora no iniciadora (Whitehead y
col.,1993). Otra posibilidad es la produccion de propidnico a partir de los aminoacidos de
la caseina lo cual seria una fuente importante de &4cidos grasos voldtiles (acético a

caproico) (Nakae y Elliot 1965; Dulley y Grieve, 1974). Las lipasas intracelulares,
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excretadas durante la muerte de las bacterias del cultivo iniciador, con un aumento de la
temperatura, hace que se espere una mayor concentracion de butirico (Grazier y col.,
1991, 1993).

Por otra parte los quesos duros Romano, Provolone y Parmesano tienen un agudo
flavor picante debido a altos niveles de 4cidos orgéanicos de cadena corta, especialmente
butirico (Guinee y Fox, 1987).

Compuestos derivados de las meticletonas tienen destacada participacion en el
aroma y sabor de los quesos, especialmente en los elaborados con hongos.

Los aldehidos y cetonas, compuestos con grupos carbonilicos, tienen un papel

especifico. También los compuestos sulfurados tienen importancia.

1-6 Textura en quesos

La textura de los quesos es una importante propiedad por la cual el consumidor
identifica la variedad especifica de un queso. Ademads, segin las diferentes variedades de
quesos en estudio, estas cualidades son propias y distintas.

Todos los quesos tienen como componentes mayoritarios caseina, grasa y agua que
contribuyen a la estructura de los mismos y por consiguiente a las propiedades reoldgicas.
Las caseinas forman una malla en la cual atrapan a la grasa que en origen son los globulos
de grasa de la leche. El agua, que normalmente contiene las sales disueltas que fueron
agregadas en el curso de la manufactura, estd parcialmente ligada a las proteinas
rellenando los instersticios entre la matriz de caseina y la grasa. Esta estructura es la
misma para todos los quesos. La variacién en esta estructura estd producida por las
variaciones en los procesos particulares de manufactura, que dan las diferencias entre los
distintos quesos.

La naturaleza soOlida del queso estd determinada principalmente por las caseinas.
La estructura primaria estd dada por una celda tridimensional cuyos lados consisten en
cadenas de moléculas de caseina. Esta estructura es la que le confiere rigidez. Las cadenas
no son lineales pero tienen una estructura semejante a un tornillo helicoidal. Esto le da

cierta elasticidad que modifica la rigidez de la celda.

33



Introduccion

Durante la coagulacion estas cadenas se han formado en el suero alrededor de los
globulos grasos de la leche, de manera que inicialmente encierren al menos un glébulo de
grasa. El tamafio y la distribucidn de tamafios de estas celdas esta controlada por los
globulos grasos. Es asi que el queso consiste en un agregado de estas celdas caseinicas mas
grasa, banadas por la salmuera (Fox, 1987).

Si se aplica una fuerza a esta estructura matricial, la rigidez de la celda y la
elasticidad de sus partes estructurales controlaran la deformacion. En ausencia de grasa y
salmuera se esperaria un comportamiento similar a cualquier otra estructura abierta, un
sOlido relativamente blando cuya deformacion estaria caracterizada por un tinico médulo
de elasticidad. Sin embargo, la presencia de grasa limita la deformacién. A bajas
temperatura§ la grasa dara mayor rigidez. A las temperaturas de maduracion de quesos la
grasa se comporta como un material plastico. Cualquier deformacidn de la matriz caseinica
requerird que la grasa se deforme también. Al mismo tiempo el movimiento de la caseina
con respecto a la grasa es lubricado por la salmuera. Como resultado la rigidez de la grasa
se suma a la de la caseina de una forma compleja, exhibiendo caracteristicas viscoelasticas.

La masa total del queso consiste en un agregado de los granulos obtenidos durante
el lirado. Esto forma una estructura secundaria con propiedades reoldgicas propias, que
pueden ser modificadas durante el prensado, definiéndose una estructura terciaria. Esta
estructura basica puede ser modificada durante la maduracion tanto por los tratamientos
mecanicos y térmicos como por la accion bacteriana y enzimatica. Como resultado de todo
esto, la estructura proteica puede modificarse, los globulos de grasa contiguos coalescen
y se puede perder agua por evaporacion en la superficie.

No es posible considerar aisladamente la contribucion de cada constituyente a las
propiedades reoldgicas del queso, es su interaccion la que produce la viscoelasticidad. Sin
embargo es posible examinar algunas de las particularidades con cada uno de los
constituyentes mayoritarios. Si consideramos la caseina, es ella la que le da al queso su
aspecto solido. Dado que las cadenas caseinicas se forman dentro de los espacios que
quedan entre los globulos de grasa, debe necesariamente existir una cantidad minima de
caseina por debajo de la cual no se puede formar una red continua. Por encima de esta

cantidad la caseina adicional servird para fortificar las ramas y uniones. Es de esperar
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entonces que exista una relacion general entre la cantidad de caseina presente en el queso
y su firmeza. En contraste con la caseina, la grasa es reolégicamente muy sensible a los
cambios de temperatura y por lo tanto impartird esta sensibilidad al queso. A 5°C muchos
de los triglicéridos de la grasa de la leche son sélidos. A medida que aumenta la
temperatura la proporcion de grasa sOlida disminuye. Esta disminucién es muy marcada
entre 12 y 15°C, que corresponde a la temperatura de maduracién y almacenamiento de
quesos duros. A 35°C la grasa se encuentra practicamente liquida, siendo esta la
temperatura que tendra una porcion de queso al ser masticada.

El agua, o mas estrictamente el contenido de salmuera del queso, influye en la
firmeza del mismo. Actia como lubricante de baja viscosidad entre las superficies de la
grasa y la caseina. A mayor contenido acuoso, y consecuentemente mayores €spacios
disponibles para que el agua fluya, habrd menor impedimento para el movimiento de la
celda proteica alrededor de la grasa encerrada. Este movimiento més libre se manifiesta
como una menor resistencia global a la deformaciéon y como una mayor facilidad para
recobrarse después de haber sido deformado (Fox, 1987).

Existen buenas correlaciones entre firmeza de un queso y la cantidad intacta de oy
caseina en el queso (de Jong, 1976). Debido a que la hidrdlisis de pequenas fracciones de
o caseina dan, por la accion del cuajo, péptidos, resulta un debilitamiento general de la
red caseinica. Esto es concordante con el hecho que los productos de ruptura de las
caseinas son muy solubles en agua y no pueden contribuir a la matriz proteica (Walstra y
van Vliet, 1982). Existe otro aspecto importante de la proteolisis: como cada puente
peptidico estd anclado se generan dos nuevos grupos ionicos y cada uno de ellos puede
competir con el agua disponible en el sistema. Entonces, el agua previamente disponible
para la solvatacion de las cadenas proteicas puede verse restringida por los nuevos grupos
i6nicos (Matheson, 1981). Bertola y col. (1991, 1992) estudiaron la degradacion de
caseinas por electroforesis y la compararon con los parametros reologicos y viscoelasticos
obtenidos con el test de compresion uniaxial y con ensayos de relajacion en quesos Tybo
Argentino y Port Salut, observandose una fuerte correlacion entre los estudios texturales
y quimicos que reafirman los efectos de la protedlisis sobre la textura del queso. Tunick

y col. (1991), a través de anlisis electroforéticos de muestras de queso Mozzarella de bajo
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contenido graso y alta humedad, relacionaron la protedlisis ocurrida durante el
almacenamiento refrigerado de las mismas a 4°C con los cambios texturales observados

mediante un andlisis de perfil de textura.
Evaluacion de la textura instrumental

Otro aspecto importante que hace a la maduracion de los quesos, resultado de todas
las transformaciones fisicoquimicas producidas, es la evaluacidon de la textura utilizando
ensayos de fuerza-deformacion. La velocidad a la cual la muestra es deformada es una
variable a tener en cuenta en los ensayos fuerza-deformacion ya que produce curvas mejor
definidas cuando sus valores son bajos (Vernon-Carter y Sherman, 1978). Cambios de
velocidad de 1 a 100 mm min! incrementan ligeramente la fuerza de compresion. La
temperatura a la cual se encuentre la muestra también tiene influencia sobre la dureza y
fuerza en el punto de ruptura que disminuyen a medida que la temperatura aumenta, razon
por la cual se hace necesario fijarla y mantenerla constante en los distintos ensayos (Lee
y col., 1978).

La otra variable a considerar es la relacion de compresion. Es la variable mas
importante respecto de la variacion en la respuesta mecdnica del queso cuando es
comprimido. La dureza aumenta rapidamente cuando se comprime la muestra mas del 60 %
(Imoto y col., 1979).

Los ensayos de relajacidon consisten en someter al alimento a una deformacion

constante y analizar la variacion de tension durante un tiempo determinado.

1-7 Maduracién en peliculas plasticas

Se han realizado muchos estudios para medir y predecir el curso de la maduracién
de los quesos monitoreando la protedlisis y parametros quimicos objetivos (Barlow y col.,
1989; Christensen y col., 1989; Humbert y col., 1990; Ollikainen, 1990; Cliffe y Law,
1991).

Uno de los procesos tecnologicos que modifican la maduracidn tradicional es la
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utilizacion de peliculas plasticas de permeabilidad gaseosa y al vapor de agua controladas.

Envasado en peliculas pldsticas flexibles

El envasado con peliculas implica casi siempre la combinacion de envasado al
vacio y de peliculas capaces de poder encogerse luego del envasado, por aplicacion de
altas temperatura. Se observo una excelente estabilidad con la utilizacion de esta técnica
de envasado, para todo tipo de quesos, ademds de permitir un manejo correcto de los
mismos. Las peliculas que encogen con el calor son adecuadas para quesos de formas
irregulares y para quesos blandos también, a pesar de que los materiales de empaque
suelen ser mds caros.

Durante la maduracién tradicional los quesos sin ningin tipo de envase se
almacenan en cdmaras bajo condiciones controladas. El agua se evapora desde la superficie
del queso y se forma la corteza del mismo. Usualmente se desarrollan hongos sobre la
superficie y para removerlos se hace necesario el raspado y/o el cepillado y en algunos
casos se utiliza el lavado con agua. Todas estas operaciones producen pérdidas
significativas.

Frecuentemente quesos con largos periodos de almacenamiento presentan problemas
secundarios como color, desarrollo de aromas no caracteristicos y sabores amargos. La
oxidacion e hidrolisis de las grasas conduce a productos oxidantes, a la tormaciéon de
acidos grasos libres y al oscurecimiento del queso (Scott, 1981: Topal, 1991).

Cuando el periodo de maduracidon es completado los quesos son cubiertos con
pastas especiales o con distintos films; las pastas para cubrir pueden ser ceras, parafinas,
etc, y los films son peliculas de materiales plasticos (Gudkow y col., 1980).

La maduracién en pelicula bajo condiciones de envasado al vacio, y en films de
bajas permeabilidades gaseosas fue adoptada en los altimos afos (Hakkaraien, 1978). Los
quesos madurados de esta manera no poseen corteza ya que no se produce la evaporacion
del agua desde la superficie. Los materiales plasticos utilizados poseen caracteristicas
fisicas y mecanicas especificas. El envasado al vacio de quesos madurados por largos

periodos de tiempo ha sido aplicado a muchas variedades de quesos como Cheddar, Edam,
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Emmenthal, Gouda, Grana Padano, Manchego, Port-Salut, Tybo, etc. (Massoni y col.,
1985; Nuiiez y col., 1986; Bertola y col., 1991, 1992). En nuestro pais es una técnica ain
no aplicada ampliamente, excepto para algunos quesos blandos de cortos periodos de
maduracion, pero si se aplica en otros paises del mundo ain sobre quesos duros.

Los materiales de envasado impiden el contacto entre el queso y el oxigeno del
aire y previenen el desarrollo de hongos en la superficie, al mismo tiempo que permiten
que el didxido de carbono y otros gases permeen a través de la pelicula, impidiendo asi
que ¢l envase se hinche. Las propiedades de barrera de las peliculas de envase protegen
al queso de ser contaminado con los aromas de otros productos.

El deterioro de los quesos puede ser causado por varios factores: la calidad de la
leche utilizada para la elaboracion, el estado sanitario de la planta de elaboracion, los
procedimientos de manufactura y envasado, la manipulacién y las practicas de
almacenamiento. Cabe aclarar que la mayoria de los quesos no tiene agregados de
conservadores ni tratamientos térmicos para el control de mohos, si bien en algunos casos
la extension de la vida {itil se obtiene por aplicacion de algin tratamiento de pasteurizacion
o por el agregado de algin agente antimicOtico (Chandan, 1982).

En quesos con un embalaje adecuado se puede disminuir los dafios producidos por
procesos de oxidacion que determinan cambios de color y flavor, y ademas se protege al
queso de la pérdida de agua. Los quesos envasados en plastico no forman corteza en su
periferia por lo que existe mucha disponibilidad de agua y de nutrientes que favorecerian
el crecimiento de hongos, siempre y cuando hubiese suficiente cantidad de oxigeno
disponible; con lo cual es importante la eleccion de la pelicula respecto de su
permeabilidad a los diferentes gases, méas atin recordando que los hongos, contrariamente
a la mayoria de las bacterias, pueden crecer en amplios rangos de pH y a temperaturas
normales de refrigeracion.

Para la mayoria de las variedades de quesos la principal causa de deterioro es el
crecimiento de mohos indeseables. El envasado al vacio es una de las técnicas utilizadas
para excluir el oxigeno y evitar asi la oxidacion y prevenir el desarrollo de hongos.

Existen distintos tipos de peliculas adaptables a los diferentes quesos, con distintas

permeabilidades para controlar el pasaje de oxigeno, dioxido de carbono y vapor de agua.
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Las peliculas de envasado no deben ser atacadas quimicamente por el agua o el
suero de la fabricacién y deben mantener su resistencia mecanica en presencia de agua.
Ademas no deben transferir a los quesos ninguna sustancia extrafia que modifique el flavor
0 cause perjuicio a la salud del consumidor. La permeabilidad al vapor de agua determina
la pérdida de peso durante el almacenamiento. Cuando se utilizan peliculas de baja
permeabilidad al vapor de agua la distribucion del agua es uniforme en las capas externas
e internas del queso; la humedad préacticamente no se reduce durante la maduracion y
almacenamiento. Las peliculas que se pueden encoger por calor permiten un excelente
contacto entre ellas y el cuerpo del queso, quedando el envase con un minimo contenido
de oxigeno. Cuando se envasan quesos muy blandos o de dimensiones no uniformes en
estas peliculas que se encogen por calor, no quedan espacios disponibles para el oxigeno.

Si se utilizan peliculas de baja permeabilidad a gases la concentracion de oxigeno
dentro del paquete puede disminuir debido a la evolucion de los gases durante la
maduracion del queso. La concentracién de oxigeno baja rapidamente después de los
primeros dias de almacenamiento, mientras que la concentracién de didéxido de carbono
aumenta en ciertos tipos de quesos; la pelicula debe permitir el pasaje de CO, y de otros
gases innecesarios para evitar la hinchazén de la bolsa. No existe crecimiento de hongos
cuando la concentracion de oxigeno es menor del 2% (Chandan, 1982).

Las condiciones mecanicas que debe reunir la pelicula son la dilatabilidad, la
resistencia a la rotura y a los desgarros y , en las que son compuestas, la adherencia entre
las distintas capas. También es importante considerar el comportamiento de la pelicula
respecto de la temperatura, ya que de él depende el cierre de los envases por soldadura o
sellado y la termocontraccion. La celulosa regenerada, poliester y los copolimeros de
cloruro de vinilo y vinilideno deben ser recubiertos con polimeros especiales antes de ser
termoselladas.

La variedad de quesos y las condiciones de almacenamiento afectan las necesidades
de barrera que tenga que tener la pelicula.Las peliculas modernas de envasado proveen
una buena barrera al vapor de agua. El procedimiento de encerado, en una maduracion
tradicional, hace que los quesos tengan una corteza protectora, producto de la

deshidratacion superficial. Esta corteza debe luego contabilizarse para el consumidor como
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una pérdida de peso que se desecha, situacion que no se produce con los quesos envasados

en peliculas plasticas.

1-8 Congelacion

Otro proceso tecnoldgico utilizado para la conservacion del queso y la prolongacion
de su vida util es la aplicacién de temperaturas de congelacion. La congelacion es un
método efectivo para la conservacion del color, flavor y valores nutritivos de los quesos.

A pesar de que la congelacion es un proceso adecuado y aceptado universalmente
a los fines de extender la vida 1til de los alimentos, algunos productos como los quesos
presentan varios problemas en la aplicacion de este procedimiento. Autores como Fennema
(1972) senalaron los dafios que pueden presentarse en los quesos durante la congelacion.
Los dafios producidos por la congelacion y la modificaciéon de las propiedades fisicas
dependen del tipo de queso, de su composicion y procedimiento para su fabricacion, de
las condiciones de congelacidn, del tiempo de maduracién del producto antes y después
de la congelacidon y de los parametros elegidos para evaluar el dafo. Las caracteristicas
estacionales de la produccidn lechera y la inestabilidad de las propiedades fisicas hacen
necesaria la congelacion de algunos quesos, como el Mozzarella, justo después de la
manufactura a los fines de detener la maduracién y prolongar la vida dtil durante la
comercializacion (Alvarez, 1986; Kosikowski, 1982: Webb, 1977; Diefes, 1993). El
queso Mozzarella puede ser congelado en bloques o puede ser cortado antes de la
maduracion para disminuir el tiempo de congelacion y facilitar el uso cuando es
descongelado (Oberg y col., 1992 ). La congelacion, el almacenamiento y la
descongelacion pueden afectar significativamente la extensibilidad y la fundibilidad de este
tipo de queso. Estas propiedades podrian usarse segin sean las velocidades de congelacion
y el tiempo que se deje madurar. Fennema (1972) sefalo la falta de unanimidad respecto
del dafio causado por la congelacion sobre los quesos. Luck (1977) concluyé que el
almacenamiento congelado fue favorable para quesos cremosos, Camembert no madurado
y quesos duros, pero no para Gouda o Cheddar. Estos autores demostraron que los

cambios texturales que ocurren como resultado de los ciclos de congelacion-descongelacion
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pueden ser controlados en cierta medida por una combinacion favorable entre
concentracion salina y tiempo de almacenamiento. Filchakova y col. (1983) estudiaron la
microestructura de quesos Tvorog durante la congelacion . Estos autores concluyeron que
si la congelacion es rapida, con una velocidad de congelacion uniforme, no se producen
cambios significativos en las propiedades de la matriz proteica. La integridad de la textura
de los quesos se preserva debido a una cristalizacién uniforme del hielo y por consiguiente
se tiene una menor influencia en los elementos estructurales individuales. Oberg y col.
(1992) encontraron que los quesos Mozzarella congelados a -20°C funden més después del
almacenamiento congelado que aquellos congelados a -196°C y luego almacenados a
-70°C; se observo que la extensibilidad, no obstante no era afectada por las temperaturas
de congelacion. Segin Martin-Hernandez y col. (1988) es de esperar que un queso que
durante la congelacion y conservacion hayan alterado su estructura y el grado de
agregaciOn de las proteinas y durante la maduracién posterior presente una protedlisis
media o intensa, dé como resultado un producto similar al no congelado respecto de la
textura. El tipo de queso, ademds de la congelacion, afectard de forma notable las
caracteristicas del producto final. Alonso y col. (1987) trabajando en queso Cabrales
concluyeron que no existian diferencias entre los quesos madurados en forma tradicional
y los quesos congelados respecto de la composicion quimica en general y los componentes
grasos. Las variables estudiadas para el seguimiento de la protedlisis mostraron una leve
pero significativa disminucion en los quesos congelados, sin embargo la dureza y los

atributos sensoriales eran comparables para los quesos congelados y los no congelados.

1.9 Objetivos

Los objetivos de este trabajo de tesis abarcan dos aspectos tendientes al
mejoramiento de la maduracion de los quesos y de la preservacion de la vida util de los
mismos.

El primer aspecto se refiere a la aplicacion de peliculas pléasticas sobre quesos
duros, de alto valor comercial y cuya merma en producto, por formacion de hongos y

rascado de la superficie, representa una pérdida econémica considerable.
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Al respecto, los objetivos de esta parte del trabajo son:

a) Analizar el efecto de las peliculas plasticas sobre la velocidad de degradacion proteica

y los cambios en la textura durante la maduracion del queso Reggianito Argentino.

b) Comparar los resultados de la maduracion en pelicula con los de la maduracién

tradicional.

c) Modelar las relaciones entre los parametros reoldgicos vs. el porcentaje de nitrégeno

soluble en agua y el contenido de humedad.

d) Estudiar el efecto del envasado al vacio sobre los cambios en el contenido de acidos
organicos (férmico, pirdvico, ordtico, lactico, acético, citrico, urico, propidnico y butirico)

y de lactosa durante la maduracidn del queso Reggianito.

e) Aplicar un andlisis de discriminantes a los datos de concentracidn de acidos organicos
obtenidos por cromatografia liquida de alta presion, a los fines de analizar si los quesos
pueden ser clasificados segin su edad de maduracion, a través del contenido de los acidos

Organicos.

El segundo aspecto analizado se refiere a la utilizacion de temperaturas de
congelacién para alargar la vida (til de quesos de pasta hilada (Mozzarella), cuya vida
promedio a temperatura ambiente abarca cortos periodos de tiempo.

Los objetivos en este caso fueron:

a) Evaluar el efecto del tiempo de maduracion en la evolucion de la textura y produccion

de acidos organicos en quesos refrigerados.

b) Someter muestras a procesos de congelacion y compararlas con muestras refrigeradas.
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c) Caracterizar las muestras segun el efecto del tiempo previo de maduracion a 4°C antes

de la congelacién a -20°C.

d) Estudiar las propiedades funcionales del queso fundido (fundibilidad, viscosidad
aparente, formacién de aceite liberado) y del queso no fundido (analisis del perfil de

textura) para quesos congelados y no congelados.

e) Evaluar el efecto de las velocidades de congelacion. El anélisis de las velocidades de
congelacidon, que sean tecnoldgicamente posibles, podria resultar de importancia en la

eleccion de un proceso industrial apropiado.

f) Analizar la posibilidad de completar el periodo de maduracion luego de la
descongelacion, a los fines de decidir si la congelacién afecta la capacidad de los quesos

para alcanzar la calidad deseada.

g) Evaluar el efecto de la duraciéon del almacenamiento congelado (a -20°C) sobre las
propiedades funcionales y la protedlisis del queso y comparar los resultados de esta
evaluacion con los de los quesos no congelados, de igual tiempo de maduracion a 4°C
(controles). Este objetivo tiene como fin diferenciar el efecto de la congelacion en si

misma del efecto causado por el almacenamiento congelado.

h) Estudiar los cambios producidos en los contenidos de 4cidos organicos (formico,
acético, pirivico, propionico, Urico, orético, citrico, lactico y butirico) sobre muestras de
queso no fundido, durante la maduracion refrigerada y compararlos con los resultados
obtenidos en muestras congeladas, almacenadas a -20°C y descongeladas, con iguales

periodos de afinado.

1) Aplicar andlisis de discriminantes para estudiar la clasificaciéon del producto, segin su

tiempo de maduracion, en base al contenido de dcidos organicos.
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Materiales y Métodos

2-1 MATERIALES

Materias primas

Las materias primas elegidas para este trabajo fueron: queso Reggianito Argentino
para los estudios de envasado en pelicula y queso Mozzarella para los estudios de
congelacion. La eleccién de queso Reggianito se debi6 a que es, de los quesos duros
comercializados en nuestro pais, el de mayor importancia, y no se habia ensayado el
envasado en peliculas plasticas en este tipo de queso. La elecciéon de queso Mozzarella
para los estudios de congelacion se realizé en base a que es un queso que posee un periodo
de vida corto, al que es necesario aplicar alglin proceso tecnoldgico de conservacién para
prolongar su vida atil y ademas a los fines de resolver al mismo tiempo los problemas de
estacionalidad de la produccion lechera; pese a que la congelacién encarece el proceso el

valor comercial del producto lo justifica.

Queso Reggianito

Es un queso de pasta dura, similar al Parmesano italiano, elaborado con leche
normatizada, acidificada por cultivos de bacterias y coagulada por cuajo y/o enzimas
especificas.

Su masa es cocida, moldeada, prensada, salada y madurada. La pasta es compacta,
consistente, fracturable, quebradiza y de grano fino.

El sabor debe ser dulce, ligeramente salado, de aroma suave, agradable y bien
desarrollado y apenas picante y su color blanco amarillento uniforme ( Coédigo Alimentario
Argentino).

Tiene forma cilindrica achatada, pesando entre 5 y 10 kg la horma (el italiano pesa
30 kg la horma). Mide 25 cm de didmetro y 15 cm de altura. El contenido graso promedio
es de 35-40% (el minimo segin el Codigo Alimentario Argentino es de 30%), contiene
3.5-4% de sal y un 27-35% de agua (en base seca). Desarrolla una corteza lisa, consistente

y bien formada.
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El tiempo de maduracién minimo para hormas de 10 kg es de 9 meses y para
hormas de entre 5 y 10 kg es de 6 meses.

El queso Reggianito Argentino es el mas importante de los quesos duros que se
manufacturan en la Argentina (alrededor de 3500 ton/afio en la dltima década).

El nombre Reggianito es dado al queso Grana doméstico que es usado como
ingrediente de las comidas. Por razones de preferencia del consumidor y econdémicas, el
queso y su manufactura es levemente distinto al italiano, sin embargo, el flavor y la

textura son esencialmente similares.
Manufactura del queso Reggianito

Los quesos Reggianito utilizados en este trabajo fueron provistos por Cabafas y
Estancia Santa Rosa S.A y preparados segun el protocolo de dicha fabrica, agregando 30
mg g”! de suero starter, 0.2 mg g™ de CaCl, y 0.035 mg g1 de cuajo bovino comercial
a leche pasteurizada de 26 g kg'! de contenido graso y que se encontraba a 32°C. El
starter estaba compuesto principalmente de Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus y Lactobacillus fermenti y en mucha menor proporcidn por
Lactococcus lactis subesp. lactis, Lactococcus plantarum, Propionibacterium shermanii y
Propionibacterium globosum (la composicion del starter fue informada por el fabricante).
La coagulacion llevo de 9 a 10 min. La cuajada se cortd con una grilla cuadriculada, fue
sometida a sucesivas etapas de agitacion y reposo y luego fue calentada a 50°C. A
continuacién la cuajada fue cortada, colocada en moldes y prensada durante 8 a 9 horas.
El salado se hizo por inmersion de los quesos en salmuera durante 10 dias. Los quesos se
almacenaron luego en cdmara cuya temperatura oscilaba entre 15 y 17°C y su humedad
se mantenia entre el 85 y 90%.

Tradicionalmente, el queso Reggianito se madura en camaras a 12°C y al final del
periodo de maduracion (6 meses), a causa de la formacion de hongos, su superficie debe
ser rascada y una pintura negra es aplicada sobre las hormas.

La pelicula plastica utilizada para el envasado de los quesos duros motivo del

estudio, (BK1, Grace, Argentina) es una pelicula coextrudada que consta de dos capas
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externas de EVA (etil-vinil-acetato) y una capa interna de Saran (copolimero de cloruro
de vinilo y cloruro de vinilideno) que le confieren una baja permeabilidad al vapor de agua
y a los gases, gran resistencia quimica y buenas caracteristicas dpticas. Su permeabilidad
al CO, es de 1000 cm? m-2 d"! atm™!, al O, de 150 cm® m-2 d"! atm™! y al vapor de agua

1

de 4 g m-> d!atm™ y su espesor es de 60 um. Las bolsas conteniendo los quesos fueron

selladas al vacio y termocontraidas en todos los casos.
Queso Mozzarella

La Mozzarella es uno de los quesos de pasta hilada que si bien es original de Italia,
es consumido ampliamente en el resto del mundo debido a su creciente popularidad como
ingrediente de pizzas y otros alimentos similares.

Las industrias de los servicios de comidas raramente utilizan quesos Mozzarella de
altos contenidos de humedad (mayores de 52% pero menores que el 60%) como
ingrediente para pizza debido a que la capacidad de formar hilos es pobre y su periodo de
vida util es limitado.

Los quesos Mozzarella de baja humedad contienen menos del 52% de agua y son
los que se usan principalmente como ingredientes para las pizzas. Generalmente estos
quesos necesitan un periodo de tres semanas de almacenamiento refrigerado para
desarrollar el punto deseado de fundibilidad, extensibilidad y palatabilidad (Kindsted, P.S
1993).

Segin Kindsted (1993), el queso Mozzarella de baja humedad es usado para pizzas
y muchas otras aplicaciones culinarias y es primero cortado, cubeteado o trozado
tipicamente a temperaturas menores de 10°C, en particulas discretas de medidas similares
para facilitar la distribucion uniforme y la tundibilidad. Las particulas cortadas pueden
resistir la formacién de hilos y amontonarse. Cuando el queso es muy blando y pastoso
ocurren problemas, causando que los cortes realizados a cuchillo resulten en atascamientos
y en particulas de queso que forman agregados pegajosos. Por otra parte los quesos que
son demasiado firmes y duros causan también problemas, ya que resultan en particulas

astilladas.
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Manufactura del queso Mozzarella

El queso Mozzarella utilizado, provisto por Unién Gandarense S. A, es un queso
de pasta hilada que fue elaborado en la planta proveedora del material, segin el siguiente
procedimiento: leche pasteurizada, con 26 mg de grasa por gramo de leche, es enfriada
a 34°C, bombeada a la batea para hacer los quesos e inoculada con cultivo termoéfilo,
agregiandosele cuajo bovino comercial como coagulante. El cultivo iniciador consiste
principalmente de Streptoccoccus salivarius subesp. thermophilus. Después de un periodo
de 20 minutos la cuajada formada es cortada y se la deja en reposo cinco minutos. Luego
se la agita vigorosamente, sin calentamiento, durante veinte minutos. Seguidamente se
realiza un calentamiento a 45°C, durante otros veinte minutos, con continua agitacion. Al
finalizar este periodo de coccidn, el pH del suero alcanza 6.0 +0.1. Seguidamente el suero
es drenado desde la cuajada, que se moldea parcialmente; la cuajada es llevada a
temperatura de coccidn en una cadmara termostaticamente controlada hasta que el pH
alcanza 5.3, aproximadamente dos horas, y luego se muele y se corta en mezcladora de
cuchillas, bajo una solucién salina concentrada (20 g I'!) a 90°C. De esta manera la sal
es incorporada durante el proceso de troceado . La temperatura de la cuajada al finalizar
esta etapa estd entre 62 y 65°C. La pasta del queso es colocada en moldes de 28 x 10 x
10 cm y enfriada a 20°C en salmuera con una concentracion de 15 a 20 g I"! que se
encuentra a una temperatura entre 8§ y 10°C. Antes de que existieran las modernas
tecnologias se procedia a realizar en forma manual las etapas de mezclado y amasado, que
eran las que requerian el mayor esfuerzo de trabajo en el proceso de manufactura. En la
actualidad, en las modernas plantas se realiza el mezclado y amasado mecdnico. Estas
etapas se realizan después de la maduracion acida de la cuajada y antes de que el cuajo sea
escurrido. Estas dos etapas llevan a una reduccion del tamafio de las unidades de la
cuajada; se produce el calentamiento con agua o vapor y se obtiene una masa plastica
suave y extensible que luego se fracciona para formar las hormas de peso y forma
determinados.

La formaciéon de &acido en las primeras etapas de la produccion de queso

Mozzarella, (por ejemplo antes del drenaje del suero) es debido principalmente a
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Streptococcus salivarius subesp. thermophilus, sin embargo Lactobacillus delbrueckii
suesp. bulgaricus se vuelve mas importante en las etapas finales de la manufactura del
queso Mozzarella (Christensen, 1966; Roundy, 1965; Speck,1971). Cuando se mantiene
constante la cantidad total de indculo, la velocidad de manufactura de queso Mozzarella
depende de la relacién de bacilos a cocos que esté presente. Ademas la produccion de
acidos, medida como los cambios de acidez titulable y pH, también depende de esta
proporcion (Yun y col., 1992). Por consiguiente la importancia de la relacion bacilos a
cocos sobre las caracteristicas funcionales del queso Mozarella puede relacionarse
parcialmente con la influencia en la velocidad de produccion de acidos.

La plasmina es resistente a las altas temperaturas y la desnaturalizacidn proteica en
queso Mozzarella es atribuible a ella, no asi a la quimosina que se inactiva por temperatura
(Lawrence y col.1983; 1987). La Mozarella, que se pone en agua caliente, desnaturaliza
la quimosina y las proteasas de las bacterias. Las propiedades de elongacién de la
Mozzarella se preservan en los periodos mas largos de la maduracién. Sin embargo esto
no ocurre indefinidamente ya que la caseina en la Mozzarella se degrada a baja velocidad.
Las caracteristicas de elongacion se relacionan con la relativamente alta concentracidn de
caseina intacta y los grandes péptidos presentes en el queso (Creamer, 1976) y ademas
con el contenido de minerales y el pH.

Los quesos obtenidos en planta fueron envasados al vacio con pelicula BK1 (EVA-
SARAN-EVA, de Grace Argentina) cuyas caracteristicas fueron mencionadas anterior-

mente. Todas las hormas de queso se dejaron madurar en cdmara de 4°C.

2-2 METODOS

2-2-1 Contenido de humedad

El contenido de humedad fue determinado en estufa de vacio a 80°C hasta peso

constante. Este contenido fue expresado como gramo de agua por gramo de queso. Las

determinaciones fueron realizadas por duplicado.
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2-2-2 Actividad acuosa

La actividad acuosa de las muestras fue medida en un equipo Novasina
Termoconstanter Humidat TH2/TH1 (Novasina, Zurich, Suiza). La calibracidn previa fue
hecha con sales de Cr,0,K, con 98% de humedad relativa a 25°C, BaCl,.2H,O con
90.1% humedad relativa a 25°C, NaCl con 75.3% de humedad relativa a 25°C y MgNO,
con 52.9% de humedad relativa a 25°C.

2-2-3 Contenido de sal y de grasa

El contenido de sal fue determinado en la planta elaboradora por el método 16.272
de la AOAC utilizando NO;Ag para combinarlo con el cloruro presente en medio nitrico,
libre de hal6genos. Se titula el exceso de NO3;Ag con SCNK 0.1 N, con aldmina férrica
como indicador (Assoc. of Official Anal. Chem, método 15160, 1984).

El contenido de grasa fue analizado en la planta elaboradora por el método de
Babcock modificado (Kosikowski, 1982, modificacidon del método N° 16060 de 1a AOAC).
Se utilizaron 9 g de queso picado y se le agregaron 10 ml de agua a 55°C. Luego se le
hizo la digestion acida de las proteinas (con H,SO,), mientras se agitaba cuidadosamente.
Después se centrifugd 5 minutos y a continuacion se agrego agua caliente y se centrifugo
nuevamente otros cinco minutos. A continuacion se colocaron cuidadosamente unas pocas
gotas de parafina liquida sobre la columna de grasa y se midié el % de grasa de la

columna con divisores metalicos.

2-2-4 Contenido de Nitrogeno

El nitrégeno total presente incluye tanto al nitrogeno proveniente de las proteinas
como al nitrégeno no proteico. Los compuestos nitrogenados solubles estdn formados
solamente por la fraccion que es soluble en solucion acuosa y que resultan de la accion de
proteasas, peptidasas, decarboxilasas que hidrolizan a las para-caseinas dicélcicas (que son

insolubles) a para-caseina libre y luego a peptonas, péptidos y aminoécidos, siendo todos
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estos compuestos solubles en agua (Kosikowski, 1982). Parte de esta heterogénea fraccion
es el nitrogeno no proteico que es soluble en 4cido tricloroacético (TCA) al 12% (120 g
I'1) y estd compuesto por aminoacidos libres y péptidos con peso molecular menor que
2000 (Kosikowski, 1982; Law, 1987). La determinacion del contenido de nitrégeno fue
realizada por el método de Kjeldhal analizando las muestras por duplicado. Se utilizé un
aparato Biichi con un digestor modelo 425 y una unidad de destilacion de nitrégeno

modelo 320. (Biichi Laboratoriums-Technick AG, Flawil, Suiza).
Nitrogeno total

La determinacion se realizé por el método de Kjeldhal. Un peso constante de
alrededor de 1.5 g de queso fue digerido en caliente con H,SO, concentrado utilizando un
catalizador compuesto por SO4Na, anhidro y SO,Cu, en una relacién 10 a 1. La solucién
obtenida de la digestion fue alcalinizada con solucion de NaOH de una concentracion
equivalente a 300 g I'! y luego fue destilada. El NH,; liberado fue recogido en un volumen
conocido de HCI de concentracidn 0.1 N (destilandose hasta lograr un volumen de 250ml).
El exceso de acido no neutralizado por el NH; fue titulado luego con NaOH de
concentracion 0.1 N. La concentracion de nitrogeno total (NT) fue expresada como mg
de nitrogeno por gramo de queso. Las proteinas totales fueron calculadas multiplicando el
contenido de nitrogeno total por el factor 6.38, que indica, segun el tipo de proteina que

contienen los quesos, en qué proporcion se encuentra presente el nitrogeno en ellas

(Kosikowski y col., 1982).

(V Ny~ V Nyyon ) meq N+ 100

peso de muestra

%NT e

%Prot 6.38 UNT (2-2)
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Nitrogeno soluble

Se utilizé el método del Manual Oficial para el Anilisis Bromatolégico (Bertola y
col., 1991). Aproximadamente 10 g de queso fueron secados en estufa de vacio a 80°C
y luego fueron colocados en 500 ml de agua a temperatura ambiente durante 15 hs.
Después de transcurrido este tiempo las muestras fueron filtradas y el nitrégeno soluble
fue determinado sobre la solucion segin el método descripto para nitrdgeno total. La
determinacion fue realizada sobre 100 ml de filtrado. El NH; desprendido fue recogido
sobre 50 ml de HCI 0.1 N y se destil6 hasta obtener un volumen 100 ml. Para los célculos

se tuvo en cuenta que los 100 ml equivalian a un quinto de la muestra original.
Nitrégeno no proteico

Unos 10 g de muestra fueron homogenizados con 40 ml de buffer acético-acetato,
que fue preparado disolviendo 8.2 g de C,H;0,Na anhidro con 6 ml de acido acético
glacial y llevado a un volumen de 1 1 con agua destilada. El homogenizado fue agitado en
bafio de agua con agitacion mecénica durante 1 h a 45°C. Después de este tiempo se
agregaron 10 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 60% de manera de obtener una
concentracién final de 120 g 1!, lo que induce a la precipitacién proteica. Luego fue
filtrado y determinado el nitrégeno no proteico por el método de Kjeldhal sobre una
alicuota del filtrado de 25 ml. Se recogié el NH; sobre 50 ml de HCl1 0.1 N y se destilo
hasta obtener un volumen de 200 ml.

Para los cdiculos se tuvo en cuenta que los 25 ml de filtrado equivalian a la mitad

de la muestra de queso utilizada.

2-2-5 Analisis de acidos organicos y lactosa

La informacién sobre dacidos orgdnicos es importante para comprender el
metabolismo y la calidad en los productos lacteos. Los acidos aparecen como resultado de

la hidrdlisis de triglicéridos, de los procesos metabolicos, de la accion enzimatica o de la
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adicion directa de acidulantes.

Para el andlisis de 4cidos organicos se utilizaron métodos de cromatografia liquida
de alta presion. Para los andlisis por HPLC de queso Reggianito se utiliz6 un cromatdgrafo
Waters con inyector U6K y una bomba para solvente 6000 A, un detector de longitud de
onda variable 450 y un detector diferencial refractométrico R 401 en serie utilizado para
la deteccion de lactosa. La adquisicidn de los datos se realizé6 mediante un equipo Data
Module M 730. El lazo de inyeccion utilizado fue de 20 ul. Este equipo de HPLC fue
utilizado en el caso de la puesta a punto del método para la determinacién de acidos
orgdnicos y lactosa (Bevilacqua y Califano, 1989) y en los datos obtenidos para la
aplicacion de técnicas estadisticas de multivariables para la clasificaciéon de quesos duros
segun su periodo de maduracion.

Para los andlisis cromatograficos de queso Mozzarella se utilizd un cromatégrafo
liquido (Waters Associates, Mildford M A) equipado con un automuestreador modelo 717,
una unidad controladora modelo 600, un fotodetector con arreglo de diodos UV-Visible
modelo 996, un horno para columna construido en nuestro Instituto y un adquisidor de
datos M 730. El detector UV fue fijado en 214 o en 280 nm y el horno a 65°C. De
acuerdo con Bouzas y col.(1991), las condiciones de operacidn fueron, para ambos quesos:
fase movil de H,SO,4 0.009 N filtrada por membrana de 0.2 pum (Millipore Waters
Associates S M N11306) y desgasificado por sonicaciéon. La velocidad de flujo en el
circuito del cromatégrafo fue de 0.7 ml min! .

Se prepararon cinco soluciones estandar de cada uno de los 4cidos (férmico,
acético, piruvico, lactico, propidnico, urico, citrico, butirico y orético) y de lactosa
cubriendo el rango de concentraciones que se preve puedan estar presentes en el queso a
estudiar. De esta manera se obtuvieron las curvas de calibracion para los diferentes acidos
estudiados. Para el desarrollo del método cromatografico se tuvieron en cuenta también
los espectros de absorcion de cada uno de los distintos compuestos a analizar (Shimadzu
double beam UV 150 digital spectrophotometer) para fijar las mejores longitudes de onda
en el detector de absorbancia del cromatdgrafo utilizado, logrando asi las mejores
cuantificaciones de los mismos (Fig.2-1 y Fig. 2-2). Se seleccionaron las longitudes de

onda de 214 y 280 nm vy el detector refractométrico para la deteccion de lactosa.
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3.0

ABSORBANCIA

Fig.2-1 Espectros de absorcién de los 4cidos ordtico (1), drico(2), piravico (3) y lactico (4).

53



Materiales y Métodos

3.0

ABSORBANCIA

Fig.2-2 Espectros de absorcion de los acidos butirico (5), citrico (6), acético (7), propionico (8)
y formico (9).
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Un cromatograma tipico de la solucion acuosa de los estandares obtenido en la
puesta a punto del método se muestra en la Fig.2-3.

El andlisis de los resultados, en la puesta a punto del método, demostré que los
acidos citrico y ordtico no se resolvian completamente bajo las condiciones
cromatograficas descriptas. Lo mismo sucedia con los 4cidos formico y turico. Por este
motivo tanto ordtico como urico se determinaron a 280 nm, donde citrico y férmico no
absorbian y las mezclas fueron resueltas utilizando las absorbancias a ambas longitudes de
onda de manera aditiva. Se utilizd el método del estandar externo, obteniéndose las curvas

de calibracion para los distintos acidos estudiados. Dichas curvas son mostradas en las
figuras 2-4, 2-5, 2-6 y 2-7.

15 25 30

T(nin)

Fig.2-3 Cromatograma tipico realizado con los estandares de los dcidos orgéanicos estudiados:
citrico (1), ordtico (2), pirdvico (3), lactico (4), drico (5), formico (6), acético (7), propidnico
(8) y butirico (9).
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Fig. 2-4 Curvas de calibracién para los dcidos lactico, propidnico y butirico.
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Fig. 2-5 Curvas de calibracion para los dcidos citrico, férmico y acetico.
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Fig. 2-6 Curvas de calibracion para los dcidos ordtico, urico y piravico.
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ppm Urico (280 nm)
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Fig. 2-7 Curvas de calibracion para los 4cidos orotico y arico.
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Las desviaciones promedios relativas de los replicados fueron menores del 3%.
Los coeficientes de correlacidon entre los conteos de las areas y las concentraciones
indicaron muy buenas respuestas lineales en un amplio rango de concentraciones de los
acidos. Se determinaron los conteos correspondientes a cada area debajo de los picos del
cromatograma. La cuantificacidn se baso en el método del estandar externo. Los tiempos
de retencidén se determinaron primeramente por separado para cada 4cido. Luego cada
solucién estandar original fue agregada a las diferentes corridas para tener una correcta
identificacion de los picos.

La eficiencia del proceso de extraccion fue evaluada por la determinacion de Ia
recuperacion de los acidos organicos. Una cantidad conocida de solucién estandar de acido
organico fue agregada a 7.0 g de queso y extraida como se explicara en la preparacion
de la muestra. Se realizaron inyecciones por duplicado de un extracto de queso y de un
extracto de queso mas el estandar agregado. La cantidad de estandar adicionada fue de

aproximadamente el 50% de la cantidad de 4cido presente en la muestra.

Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra se realizé de la siguiente manera: alrededor de 100
g de muestra representativa proveniente de cada queso fue picada congelada en molino
analitico con refrigeracion (A-10 Analytical Mill, Tekmar, USA). Aproximadamente 7 g
de queso picado fue colocado en matraz de 50 ml y éste fue enrasado con H,SO, 0.009N
(solvente de corrida). La extracciéon de los 4cidos se realizé agitando en un Shaker Rolco
(Rolco S.R.L, Argentina) en el caso de queso Reggianito y shaker Burrell (Modelo 75,
Burrell Scientific, Pittsburgh, PA, USA) para quesos Mozzarella, durante 1 h. Luego de
esta operacion se centrifugd a 7000 x g durante 5 min. El sobrenadante de cada muestra
fue filtrado una vez por papel de filtro y dos veces mas por membrana filtrante de 0.45
pm de didmetro de poro (Millipore Waters Associates, SM N 11306). Para cada inyeccion
cromatografica se utilizaron 10 ul, medidos con jeringa Hamilton de 25 ul (Hamilton Co.,
Reno, NV, USA), para queso Reggianito y 30ul de cada muestra extraida en el caso de

queso Mozzarella. Sobre todas las muestras se realizaron andlisis por duplicado.
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En ambos estudios la columna de intercambio catiénico utilizada fue Aminex HPX
87 (Bio Rad Laboratories, USA).

2-2-6 Analisis de textura

Fue utilizado un método instrumental para la caracterizacién de la textura de los
quesos. En este método las fuerzas ejercidas sobre el producto ensayado y las respuestas
obtenidas dependen de la temperatura, de la relacion de compresion, de la forma y del
tamaino de las muestras (Bourne, 1982; Green y col., 1985).

Los ensayos fueron realizados a 20°C con un texturémetro Instron Universal
Testing Machine modelo 1132 (Instron Corp., Canton, MA, USA) equipado con una celda
de compresion de 500 N que opera a distintas velocidades de cabezal.

Esta maquina fue desarrollada para estudiar propiedades mecénicas de los
materiales y sirve para realizar ensayos de compresion, tensidn, flexion, puntura,
extrusion, etc. Consta de dos partes: una de ellas es un mecanismo de conduccidén que
maneja un cabezal horizontal en direccion vertical que se desplaza a velocidad controlada
en el rango 0.02 - 50 cm min’!; la otra parte es un sistema de deteccidn y registro de la

fuerza ejercida consistente en celdas cuya salida alimenta al registrador.

Ensayos de compresion

El método objetivo de anilisis de perfiles de textura (APT), con dos ciclos
consecutivos de compresion (Szczesniak, 1975), permite calcular a través de las curvas
obtenidas los pardmetros dureza, cohesividad, adhesividad, elasticidad, fuerza vy
deformacion relativa en la ruptura. Este método fue aplicado a una gran variedad de
quesos (Lee y col., 1978; Imoto y col. 1979; Chen y col. 1979; Emmons y col. 1980).

En el test de compresiéon uniaxial con dos ciclos consecutivos (Bourne, 1968) la
altura del pico del primer ciclo a la mdxima deformacion producida es tomada como valor
de dureza (Sherman, 1969). La adhesividad corresponde al area del primer pico invertido

(As). La cohesividad es evaluada como la relacion entre dreas bajo el segundo y el primer
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pico (A,, A; ). La elasticidad esta representada por la altura que el alimento recupera
durante el lapso entre el final del primer pico y el comienzo del segundo pico y que en
la Fig. 2-8 esta representada por BC. La fuerza en la ruptura es la fuerza ejercida sobre
la muestra en el punto en que se produce la ruptura de la misma. La deformacion relativa
en el punto de ruptura se calcula como ¢, = ALr/Lo, donde Lo es la altura inicial de la
muestra y ALr= Lo - Lr, siendo Lr la altura de la muestra en el punto de ruptura. En

la figura 2-8 se muestra una curva tipica de un ensayo de compresion.
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Fig. 2-8 Curva tipica fuerza-deformacion correspondiente a un ensayo de compresion.
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Desde el punto de vista de las propiedades organolépticas, la dureza del queso es
una de las caracteristicas de textura mas importantes con respecto a las preferencias de los
consumidores y a la percepcion sensorial (Lee y col., 1978). Se puede definir la dureza
como la fuerza requerida para penetrar la muestra de queso con los dientes y se
corresponde en un ensayo instrumental a la maxima fuerza ejercida sobre la muestra
(Sherman, 1969). La cohesividad representa el grado de deformacion del queso después
de la ruptura (Chen y col., 1979). La adhesividad se define como la fuerza requerida para
remover el queso adherido a la superficie de los dientes, que se refleja en la adherencia
de la muestra al plato de compresion del equipo utilizado en el ensayo. Este parametro
resulta de interés durante el manejo y el envasado de los quesos, ya que no es facilmente
detectable como estimulo sensorial por separado (Lee y col., 1978; Chen y col., 1979).

Los valores de los parametros determinados por métodos sensoriales e
instrumentales muestran una buena correlacion si la eleccidon de las condiciones de los
ensayos fue correcta (Brennan y col., 1970; Lee y col., 1978; Eberhard y Fluckiger, 1978;
Green y col., 1985). Generalmente no existen condiciones tnicas que resulten en un
Optimo para todos los tipos de quesos ni para todas las propiedades mecéanicas medidas con
un test fuerza-deformacion. Por lo tanto es necesario encontrar la combinacion mas
adecuada para el queso a ser analizado y para los pardmetros que se van a medir.

Para la realizacion de los ensayos fuerza-deformacion deben tenerse en cuenta: la
velocidad a la cual la muestra es deformada, la temperatura a la cual se encuentra la
muestra durante el ensayo (que debe fijarse y mantenerse constante en los distintos

ensayos) y la relacion de compresion.

Curvas fuerza deformacion

Para estos ensayos fue usado el accesorio piston de 3.5 cm de didmetro del
texturOmetro Instron Universal, trabajando a una velocidad de desplazamiento del cabezal

de 10 cm min’!

y con una celda de compresion de 500 N. Las experiencias fueron
realizadas a temperatura ambiente (20°C).

Las muestras fueron obtenidas de la zona central del queso y cortadas utilizando
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un sacabocados. Se utilizé un minimo de seis replicados por cada muestra a analizar para
estimar los valores promedio. Durante los ensayos los platos de metal de la prensa Instron
no fueron lubricados, pero la humedad exudada por los quesos durante la compresion
sirvid para reducir la friccion entre la muestra y el plato.

Para obtener las curvas fuerza-deformacion para queso Reggianito se comprimieron
las muestras hasta un 80% de su altura original. Las dimensiones de las mismas fueron:
1.5 cm de didmetro y 2 cm de altura.

Fue utilizado el test de compresion uniaxial (Breene, 1975; Szczesniak, 1975;
Chen y col., 1979; Lee y col., 1979; Bourne, 1982). Se determinaron los pardmetros:
dureza (D), fuerza en la ruptura (Fr) y deformacion relativa en el punto de ruptura (e.).

Para queso Mozzarella fueron utilizadas muestras cilindricas de 1.5 cm de didmetro
y de 2.5 cm de altura que fueron comprimidas hasta un 50% de su altura original. En este
caso el test de compresion uniaxial fue realizado en dos ciclos de compresidn sucesivos
(Bourne, M.C 1982). Fueron determinados los parametros de dureza, adhesividad,
cohesividad y elasticidad.

Cada test fue repetido seis veces y los valores fueron promediados. Las éreas
fueron determinadas usando una placa Digitalizadora (Jandel Scientific Digitizer, Jandel

Corporation, USA) con un programa de analisis de datos (Sigma-Scan, version 3.9).

Ensayos de relajacion realizados en Queso Reggianito Argentino

La deformacidn sufrida por un queso al ejercerse sobre él una fuerza es debida a
la tension y a las caracteristicas del material. Se podria definir al queso como un solido
considerando la propiedad de rigidez, a través de la cual el material mantiene
indefinidamente su forma particular. La rigidez mide la relacion entre el esfuerzo aplicado
a un cuerpo sdlido y la deformacion resultante. Si el material es un solido eléstico, esta
relacion no varia y el material se recupera espontaneamente cuando el estuerzo cesa.
Contrariamente lo que caracteriza a un liquido es la propiedad de fluir y tomar la forma
del contenedor. Frecuentemente se utiliza la inversa de esta propiedad que es la viscosidad,

definida como la relacion entre el esfuerzo aplicado a la muestra y la velocidad de flujo
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producida.

Se define como material viscoelastico a aquél que muestra ambas propiedades al
mismo tiempo: la de fluir y la de recobrar su forma. El queso, como la mayoria de los
alimentos sOlidos, es un material viscoelastico. Al ser sometido el queso a una deformacion
instantanea, y manteniendo esta deformacion constante, la tension soportada por el material
disminuye con el tiempo. Este fendmeno se llama relajacion y se representa por una curva
caracteristica, que se obtiene comprimiendo la muestra de queso hasta alcanzar el
porcentaje maximo de deformacidn relativa para el cual el comportamiento es lineal.
Cuando se llega a este punto se detiene el cabezal (tiempo=0) y se registra la fuerza en
funcion del tiempo durante 300 s.

Para describir la respuesta de los alimentos s6lidos a la aplicacion de una fuerza
externa y para analizar la textura se utilizan modelos mecanicos. Con ellos se interpretan
los ensayos fuerza-deformacion; se componen con dos elementos simples que pueden ser
combinados en mas de una forma y asi representar el comportamiento reoldgico de
materiales complejos. Estos elementos son: el elemento eléstico ideal que se representa por
un resorte y el elemento viscoso ideal o newtoniano que se representa por un
amortiguador, en el que el piston se mueve dentro de un liquido newtoniano (Peleg, 1980;
Fiszman y col., 1983).

Dentro de los modelos mecanicos algunos de los mas usados son el de Maxwell y
el de Maxwell generalizado. En el modelo de Maxwell un cuerpo viscoelastico debe
contener un elemento viscoso y un elemento elastico.

Si F es la fuerza aplicada a un elemento eléstico y u es el desplazamiento
F = E . u, con E constante del resorte (analogo al modulo de elasticidad). Derivando

respecto del tiempo se obtienen:

du 1 dF

~— - = 2-3
dt E dt ( )

Para el elemento viscoso F = 5 du/dt , donde 7 es la viscosidad del fluido que

refleja la friccion interna.
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Si estos elementos se combinan en serie forman el modelo de Maxwell (Fig. 2-9),
los dos elementos estan sufriendo el mismo esfuerzo y diferente deformacidn; de manera

que la deformacion es la suma de las deformaciones de los dos elementos.

La ecuacion que establece la relacion entre fuerza y desplazamiento es:

du _ 1 dF 1 )
it - Edt 77F (2-4)
E
1

Fig. 2- 9 Esquema del modelo de Maxwell.

Considerando que en los ensayos de relajacion la deformacion permanece constante,
du/dt = O y se registran los cambios en la fuerza F, integrando la ecuacion 2-4 con

F = F, parat = 0 resulta:

F =F, exp (-t/7) (2-5)

donde 7 es el tiempo de relajacion (7= n / E) y representa cuan rapido el cuerpo se relaja.

Si se dividen los dos miembros de la ecuacidon anterior por el drea de compresion a,

resulta:
o =ag,exp (-t/7) (2-6)
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donde o es la tensién aplicada. Dado que ¢ = E . ¢, con e representando la deformacion

relativa resulta:

E = Ejexp (-t/7) (2-7)

El modelo de Maxwell generalizado ha sido usado para representar el fénomeno de
relajacidon en materiales viscoelasticos como geles, frutas, vegetales, etc (Mitchel, 1976;
Peleg y Calzada, 1976; Peleg, 1979; Fiszman, 1983). Se aplic6 el modelo de Maxwell
como herramienta para modelar el comportamiento del queso y determinar los elementos
elasticos y viscosos. El modelo de Maxwell con infinitos elementos en paralelo se

representa en la Fig. 2-10.

JEIRTRY T L

Fig. 2-10 Esquema del modelo de Maxwell generalizado.

De esta manera se evidencia el hecho de que la mayoria de los materiales
viscoeldsticos, incluyendo los materiales bioldgicos, no se relajan siguiendo una velocidad
uniforme sino que lo hacen en distintas etapas con tiempos de relajacion diferentes

(Fiszman y col.,1983).
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Segun el modelo, al someter a la pieza a una deformacion constante e, el esfuerzo
total es la suma de los esfuerzos soportados por cada elemento de Maxwell y su

decaimiento con el tiempo sigue una ecuacion de la forma:

F(t) - F, + = F.exp(-t/r,) (2-8)
i-1

Teniendo en cuenta que la tension es ¢ = F/a = E . e se puede expresar el

decaimiento de la tensidon como:

o(t) = o, + L oexp(-t/r) =€[E_ + Z E.exp(-t/7))] (2-9)
i-1 i-1

donde E_, es el modulo de elasticidad de equilibrio y corresponde en este modelo al
elemento elastico puro.

A partir de este modelo se puede estudiar el comportamiento reoldgico de
materiales viscoeldsticos y calcular los parametros que los caracterizan utilizando ensayos
de relajacion. Modelando matematicamente los datos hallados se puede obtener una

ecuacion de la siguiente forma:

F'(t) - FO/F, - A+ 2 Ajexp (U7 (2-10)

donde F(t) es la fuerza instantdnea durante el tiempo de relajacion, F su valor inicial antes
del decaimiento de la tensidon, A, son coeficientes que dependen de las propiedades
viscoeldsticas del material y 7; los tiempos de relajacion.

A partir de los coeficientes de la regresion A, se pueden obtener los mddulos

elasticos de los distintos elementos segun:
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E - 0 coni-=1.2,...,0 (2-11)

Los valores de viscosidad (»;) del liquido en el amortiguador de cada elemento se

pueden relacionar con los coeficientes de viscosidad, de acuerdo con Kfoury y col. (1989):

n. = E 7 (2-12)

Esta técnica fue utilizada por Masi y Addeo (1986) en el estudio de propiedades reologicas
de quesos italianos y por Kfoury y col. (1989) en el andlisis del comportamiento durante
la maduracion de quesos Camembert y Saint Paulin.

Para analizar el comportamiento viscoeldstico durante la maduracion fueron
obtenidas las curvas de relajacion. Se debi6 determinar la zona de comportamiento lineal
para lo cual se calcularon o, y €,. Segin Pelegg (1977) y Nussinoviich y col. (1989) la

tensidon verdadera se define como:

AL
o,=0o(l =5) (2-13)
LO

y la deformacion relativa verdadera como:
€, = In—2— (2-14)

Se utilizaron muestras de 1.5 cm de didmetro y 3 cm de altura. Las muestras
fueron comprimidas hasta alcanzar el porcentaje maximo de deformacion relativa para el
cual el comportamiento era lineal (determinado en pruebas anteriores). Llegado a este
punto el cabezal era detenido (tiempo=0) y la fuerza era registrada en funcion del tiempo
por un periodo de 300 seg.

Las curvas de relajacion fueron modeladas con ecuaciones derivadas del modelo
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de Maxwell Generalizado (Peleg y Calzada, 1976; Peleg, 1979).

Las curvas de relajacion correspondientes a quesos con diferentes periodos de
maduracién (previamente adimensionalizados respecto a la fuerza inicial) fueron ajustadas
por regresion no lineal, a los diferentes modelos mecdnicos, utilizando un programa de
computadora para regresiones no lineales (Modulo Non Linear Estimation de SYSTAT),

obteniéndose los pardmetros y sus errores.

2-2-7 Propiedades funcionales del queso Mozzarella fundido

Dado que los quesos de pasta hilada ( Mozzarella) son usualmente consumidos en
estado fundido, las propiedades funcionales de fundibilidad, extensibilidad, elasticidad y
formacion de aceite liberado, son variables importantes usadas para comparar distintos
procedimientos tecnologicos.

Algunos investigadores han empleado viscosimetria para estudiar el comportamiento
del queso Mozzarella fundido. Kindsted y col. en 1989 utilizaron un test y Yun y col..
més tarde (1993 ) lo modificaron, por medio del cual evaluaron la consistencia de la
Mozzarella fundida utilizando viscosimetria helicoidal. En este procedimiento se mide la
resistencia ofrecida por las fibras del queso formadas sobre una barra en forma de T, que
gira y asciende a velocidad constante, emergiendo de una masa de queso fundido. La
viscosidad aparente (VA) es una combinacidn de elasticidad y extensibilidad y es el
término usado para expresar la resistencia medida por este procedimiento. La extensi-
bilidad es la tendencia del queso fundido sometido a traccion, a formar hebras que se
alargan sin romperse. Elasticidad es la capacidad de las fibras de resistir a la deformacion
permanente. La fundibilidad es la capacidad de las particulas de queso para tluir juntas y
formar una masa continua y uniforme. La formacién de aceite liberado es la separacion

del liquido graso desde el cuerpo del queso fundido hacia el exterior (Kindsted, 1993).

Fundibilidad

Para medir esta propiedad fue utilizada una modificacion del método de Schreiber
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(Kosikowski, 1982,Park y col 1984, Yun y col., 1993). Dos discos de 1.76 cm de
diametro y 0.7 cm de espesor fueron cortados de la parte interna de la muestra de queso
usando un sacabocado. Las muestras fueron tomadas de manera que la direccion de la fibra
del queso en las porciones analizadas fuera perpendicular al didmetro. Las porciones
cortadas en forma de cilindros fueron colocadas en el centro de capsulas de Petri y las
capsulas tapadas fueron ordenadas en una bandeja con un orden preestablecido. El horno
fue precalentado a 100°C. Las porciones enfriadas a 4°C fueron colocadas en las ciapsulas
de Petri, cubiertas y dejadas a temperatura ambiente (20+2°C) durante 30 minutos y luego
colocadas en el horno a 100°C durante una hora. Después de transcurrido ese tiempo, la
bandeja con las capsulas de Petri fueron sacadas del horno y enfriadas a temperatura
ambiente durante una hora. Luego se midié a cada muestra de queso fundido el diametro
en cuatro angulos diferentes, con una aproximacién de 0.01 cm y se sacaron los promedios

de esas medidas.

Viscosidad aparente

La viscosidad aparente del queso Mozzarella fundido se midi6 por viscosimetria
helicoidal segin el método descripto por Yun y col. en 1993. El queso molido fue pesado
en un cilindro de vidrio acondicionado con una base de plomo externa, de manera que el
cilindro no fuera levantado por arrastre al girar la barra con torma de T. codigo E. del
accesorio del viscosimetro Brookfield. Este recipiente fue colocado, tapado, en un bano
de agua termostatizado (modelo D 8, Haake Mess-Technick Gmb Hn Co., Karlsruhe,
Alemania) a 60°C durante 30 minutos. El nivel del agua del bafno llegaba externamente
hasta unos 11 cm por encima de la superficie del queso tundido. La aguja en forma de T
montada en el viscosimetro Brookfield (modelo RVTD; Brooktield Engineering Lab., Inc,
Sstoughton, MA) fue bajada usando un accesorio de paso helicoidal (Helipath) vy
posicionada a 2.9 cm del fondo del vaso. El queso Mozzarella fue calentado a 60°C
durante otros treinta minutos para asegurar que todo el queso estuviera fundido y a igual
temperatura a los fines de uniformizar los ensayos. La velocidad de rotacién del

viscosimetro fue de 1 rpm y la velocidad de desplazamiento ascendente del accesorio de
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paso helicoidal fue de 2.2 cm min'!. Ambos fueron accionados para comenzar a funcionar
simultaneamente. El registrador fue fijado en un rango de atenuacion de 10 mV y la
velocidad de carta a 3.0 cm min’!. Los andlisis fueron completados cuando la barra T
estaba enteramente afuera de la superficie del queso fundido. Sobre la carta del registrador
fue medida la maxima altura de pico y luego este valor fue convertido a Pa.s usando el
factor de correccion de la barra T de cddigo E, a una velocidad de 1 rpm recomendada
en el manual de operacion del Brookfield. Todos los andlisis fueron realizados por

duplicado.

Aceite liberado

La cantidad de aceite liberado desde el queso Mozzarella durante el fundido del
mismo fue medida usando una versién modificada del método tradicional de dispersion de
grasa (Breene y col. 1964). Los discos de queso de 1.76 cm de didmetro y 0.7 cm de
espesor fueron cortados con sacabocado en direccion perpendicular a las fibras tal como
se describid para el test de fundibilidad. En las capsulas de Petri se colocaron discos de
papel de filtro de 9 cm de didmetro sobre los cuales se apoyaba la muestra de queso. Una
porcion de cada queso fue colocada sobre el papel de filtro y cubierta. Después de treinta
minutos a 20°C las porciones fueron colocadas en el horno a 100°C durante una hora y
luego enfriadas a 20°C durante otros 30 minutos. El diametro de cada anillo de aceite
formado sobre el papel de filtro, fue medido con una aproximacion de 0.01 cm en cuatro

direcciones diferentes; luego se calcularon las medias de las cuatro medidas.
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Maduracion en pelicula

3-1 DISENO EXPERIMENTAL

Se usaron 27 hormas de queso Reggianito Argentino provenientes de una industria
local (Cabafia y Estancias Santa Rosa) y de la misma tina, para eliminar las variaciones
debidas a las condiciones de produccion.

Tres quesos fueron analizados antes de la maduracion, al principio del experimento.

Nueve quesos fueron almacenados en la forma tradicional (T), en sétanos de
maduraciéon a una temperatura de 15 a 17 °C con una humedad de 85 a 90%, sin ser
envasados y voltedndolos periddicamente. Los restantes quince quesos fueron envasados
en pelicula plastica. Ocho de esos quince quesos fueron envasados 30 dias después de la
manufactura (P30) y los siete restantes 45 dias después de la manufactura (P45), a los fines
de ver si existian diferencias entre los quesos, atribuibles al momento de la maduracion
en el que se realizaba el envasado.

Las bolsas conteniendo los quesos fueron selladas al vacio y termocontraidas en
todos los casos. Todas las hormas de queso envasadas fueron almacenadas en la misma
camara de enfriamiento durante 8 meses.

Los quesos madurados tradicionalmente desarrollan un marcado perfil de
humedades durante el almacenamiento, en comparacion con los envasados en peliculas
plasticas, por lo cual el procedimiento de muestreo fue disenado de manera que se
obtuvieran muestras representativas para ambos tipos de almacenamiento y sus resultados
pudieran ser comparados.

Las muestras fueron obtenidas de un cilindro anular proveniente de las hormas de
queso. Las medidas de este cilindro anular eran 21 cm de didametro externo, 4 cm de
diametro interno y 11 cm de altura, o sea que un cilindro de 4 cm del centro de la horma
y una zona de 2 cm de espesor de la zona exterior de la horma fueron descartadas para la
toma de muestra.

Los quesos fueron analizados a diferentes tiempos de almacenamiento para
determinar: contenido de nitrogeno soluble y nitrégeno no proteico, actividad acuosa,
contenido de 4cidos orgéanicos y lactosa y estudiar su comportamiento reoldgico (ensayos

de compresién y relajacion). En cuanto a su comportamiento reoldgico las variables
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analizadas fueron: dureza, fuerza en la ruptura, deformacion relativa en la ruptura,

modulo elastico de equilibrio y viscosidad.

3-2 ANALISIS ESTADISTICO

Para el anilisis estadistico se realiz0 un anilisis de varianza multivariable
(MANOVA) y luego, mediante un test de comparaciones miltiples se estudid el efecto
tanto del envasado como del tiempo de maduracion respecto de las variables analizadas.

Se ha demostrado que una comparacion de dos medias se puede realizar con una
prueba F, una prueba t o con el cilculo de un intervalo de confianza para la diferencia
entre dos medias; sin embargo cuando se intenta realizar muchas o todas las comparaciones
posibles, no se pueden hacer comparaciones independientes sin que exista la probabilidad
de rechazo equivocado de al menos una de las hipotesis y se obtenga un error muy grande.

Por este motivo se eligio el test de Tukey para la comparacion simultinea de pares
de medias, ya que estos procedimientos simultineos fueron disefiados para mantener los
niveles de proteccion (Wilkinson, 1990). Este test permite la formacion de intervalos de
confianza simultineos para todas las comparaciones pareadas. Las diferencias entre pares
de medias y los ensayos F fueron considerados significativos cuando las probabilidades
eran menores de 0.05.

Las curvas de relajacion y los modelos matematicos obtenidos para los parametros
de textura se determinaron mediante regresiones no lineales considerando cada tiempo de
maduracion como un grupo.

En analisis quimico y sensorial las medidas se hacen sobre muchas variables de dos
o mas grupos de tratamientos con el propdsito de determinar si los grupos son distintos
unos de otros. Un procedimiento estadistico para identificar las variables por diferencia-
ciones sucesivas es el analisis de discriminantes. El prop0sito esencial del analisis de
discriminantes es la clasificacion de un objeto dentro de uno de los muchos grupos
mutuamente excluyentes, considerando sus variables medidas. Es entonces una manera de

predecir la clase a la cual las variables pertenecen. El andlisis de discriminantes es el
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procedimiento mas adecuado, entre otros procedimientos de andlisis multivariables, para
predecir lo anteriormente expuesto. Antes de la existencia del analisis matematico
computacional era dificil de aplicar y poco practico. Las publicaciones existentes a partir
de los afios 1960 muestran que con la aparicion de los modulos computacionales (como
SYSTAT por ejemplo) su aplicacién es posible. Fisher introdujo la funcion discriminante
lineal. Basicamente es el concepto de transformar las variables medidas a una nueva
escala. Se puede encontrar una combinacion lineal de las variables tales que la distancia
media entre las clases pueda ser maximizada. El andlisis discriminante utiliza una
combinacion pesada de las variables cuantitativas para predecir la clase discreta a la cual
un objeto pertenece.

La formula general de la funcién discriminante es:

L=Db; x;+byxy +..... +b_ x

donde L es el puntaje pesado del componente lineal.

Esta medida ha sido reducida a un s6lo puntaje compuesto, L. Cuando los x; tienen
una distribuciéon normal multivariable, entonces L tiene una distribucidn normal
univariable. Se asume que las matrices varianza-covarianza de las p medidas son
homogéneas para todas las clases. Cuando se consideran solamente dos grupos, una
funcién discriminante lineal simple sirve para discriminar entre grupos. Cuando existen
tres o mas grupos de tratamientos un eje no es necesariamente suficiente para una
discriminacion potencial. La primera funcién discriminante derivada es la que separa las
diferencias entre grupos. Una segunda funcion es luego derivada (la cual es ortogonal a
la primera) y separa los grupos con la informacion remanente no contenida en la primera
funcién. Este procedimiento continda hasta que se derivan todas las funciones posibles. El
nimero total de funciones es uno menos que el nimero de grupos, o igual al nimero de
variables de respuesta (i) usadas, cualquiera sea el menor.

Dados, por ejemplo, tres grupos A, B y C y una matriz de dimensiones i x p,
donde i es el nimero de variables y p el nimero de objetos analizados, se estiman las tres

funciones discriminantes para cada grupo segun:
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Gl‘upo A: LA_] . bO + Xl.] bl + + X]J bl
Grupo B: LB_] : bO T+ xij bl R TR + xij bl ’
Grupo C: LCJ . bo 7+ Xij bl B N + XU bl 7

La; » Lp; ¥ L se denominan puntajes discriminantes. Los coeficientes "b" se
calculan de manera de obtener la mejor separacion entre los grupos, maximizando el
cociente entre la variabilidad entre grupos y la variabilidad dentro del grupo de los
puntajes L.

Para computar las funciones discriminantes, puntajes y clasificacion de
probabilidades, se ensayd la hipotesis nula que los grupos eran equivalentes. Una vez
obtenidos los puntajes discriminantes se calcularon los puntajes discriminantes medios de
cada grupo (por ejemplo L, , Ly, L¢ ).

Se utiliz6 el método de clasificacion propuesto por Mahalanobis (Pigott, 1982), el
que ajusta el cuadrado de la distancia entre cada objeto y la media de cada grupo.
utilizando la inversa de la matriz de varianza-covarianza combinada dentro de los grupos.

Para cada observacion se calcula la distancia de Mahalanobis a cada grupo "k"

segun:

D; =(x-x)* Cov''(x - x)

donde x denota una observacion a ser clasificada, x, es el vector de respuesta media del

grupo k, y Cov'!l es la inversa de la matriz varianza-covarianza. Una observacion se
e 2 ..

clasifica en el grupo para el que D“, sea minimo.

La distancia de Mahalanobis (basada en la distancia al cuadrado entre los centros
de los grupos) y las probabilidades posteriores fueron calculadas porque los efectos
involucran una variable clasificatoria. Las distancias fueron calculadas en el espacio mismo
del discriminante. La localizacion de un grupo en ese espacio, el mas parecido, hace que

pertenezca a ese grupo.
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Las probabilidades de pertenencia de los miembros del grupo fueron calculadas por
estas distancias a través del cddigo computacional (SYSTAT). Los coeficientes de
clasificacion (b) y las constantes (b, ) fueron calculadas para cada grupo de queso.

En nuestro caso, cada muestra de queso se consider6 como un objeto, y la matriz
de observaciones corresponde al contenido de los 4cidos organicos analizados. La
clasificacién en grupos se realizd segin el tiempo de maduracion de las muestras.

El andlisis de discriminantes dice al analista a qué grupo pertenece probablemente
un objeto, pero no cudn separadas estan las clases o grupos. El andlisis canénico permite
superar esta deficiencia, ya que establece relaciones entre conjuntos de variables. Su
objetivo es encontrar una combinacion lineal z;, del conjunto x, y las medidas "y" de
modo que la correlacidon entre x € "y" sea maximizada. Luego se encuentra un segundo

conjunto z, de correlaciones, no correlacionadas con el primer conjunto. Entonces:
Zy =apta Xy +ax +....... +a, x; = variable canonica 1
Z, =ap,+a,;x; +a, Xy Foil. +a. x, = variable canonica 2
Se puede entonces graficar las posiciones de las muestras individuales en el espacio
de discriminantes para visualizar el grado de solapamiento existente entre los grupos.
Todos los procedimientos estadisticos fueron realizados usando el software
SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evenston, I L, USA).
3-3 RESULTADOS Y DISCUSION
3-3-1 Humedad y actividad acuosa
Los procesos bioquimicos en quesos madurados en pelicula son similares a aquellos
que ocurren en la maduracion tradicional. Sin embargo, los quesos sin corteza muestran

extractos secos mas homogéneos y pérdidas de peso menores (Fradin, 1984).
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No fue observada formaciéon visible de hongos en ninguna de las muestras
envasadas. [.a humedad promedio de las zonas muestreadas (W) disminuyé con el tiempo
de almacenamiento para todas las muestras de quesos: las no envasadas (control) y las
envasadas después de 30 y 45 dias de la manufactura (Fig.3-1). Hasta los 100 dias el
contenido de agua fue similar para los 3 lotes de muestras estudiadas, pero a partir de este
momento y para el tiempo restante de la maduracion, en las muestras envasadas se observo
un contenido de agua mayor que en el control. El contenido de agua en ambos lotes,
envasados a diferentes tiempos a partir de la manufactura (P30 y P45), no mostraron

diferencias significativas (P <0.05).
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Fig.3-1. Contenido de humedad en funcion del tiempo de maduracion en queso Reggianito
Argentino. (®) Maduracion tradicional (T), (a) Quesos envasados (valores medios P30, P45).
Las barras indican los correspondientes errores estandard de las medias (Sy) obtenidos a partir
de la varianza del error del ANAVA.
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Fig.3-2. Variacién de la actividad acuosa con el tiempo de maduracion en queso Reggianito
Argentino. (®) Maduracién tradicional (T), (a) Quesos envasados (valores medios de P30 y
P45). Las barras indican los correspondientes errores estandar de las medias (Sy).
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El contenido inicial de agua de las muestras de queso fue de 406 g kg'l. Después
de 6 meses de almacenamiento (tiempo minimo requerido para la maduracion), las
muestras envasadas tenian un contenido de agua de 350 g kg™!, valor que es 20 g kg’!
mayor que el evidenciado en las muestras sin envasar. Se debe enfatizar que este nivel de
humedad est4 dentro de los rangos de valores permitidos (27 a 35%).

La actividad acuosa disminuyd con el tiempo de almacenamiento. La Fig.3-2
muestra una disminucién mdas acentuada para los quesos madurados en forma tradicional.
Puede observarse en la misma figura que para los quesos envasados a 30 y 45 dias se
graficaron los valores promedios ya que no existian diferencias significativas entre los

valores hallados para ambos lotes.
3-3-2 Protedlisis

Los quesos evidenciaron un contenido total de nitrégeno de 44.0+4 mg g™ de
queso, que corresponde a un contenido total de proteina de 280 mg g™!. Tanto el contenido
de la fraccion de nitrégeno soluble en agua (NS, Fig.3-3) como la fraccién de nitrégeno
no proteico (NNP, soluble en 12 % de TCA, Fig. 3-4), aumentaron durante el periodo de
almacenamiento para los tres lotes. Estos parametros estan relacionados con la degradacion
de caseinas que sucede durante el periodo de maduracién. Sin embargo la degradacion de
proteinas no mostré diferencias significativas (P<0.05) entre los tres lotes de quesos
estudiados (T, P30, P45). En los tres casos fue observado un nivel similar de proteolisis

con la unica diferencia que los quesos envasados contenian un mayor nivel de humedad.
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Fig.3-3. Valores medios de Nitrogeno soluble de los tres lotes (T, P30 y P45) de queso
Reggianito Argentino en funcién del tiempo de maduracion. La barra indica el error estandar
de las medias (Sx).
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Fig. 3-4. Valores medios de Nitrogeno no proteico, soluble en TCA para los tres lotes de queso
Reggianito (T, P30 y P45) en funcién del tiempo de maduracion. La barra indica los errores

estandar de las medias (Sy).

3-3-3 Analisis de textura

Curvas de relajacion

En este estudio se observé que se mantiene una relacion lineal entre los valores de
tension verdadera (o, ) y deformacion relativa verdadera (¢,), para valores menores del
29% de deformacion relativa verdadera (equivale a 20% de deformacion relativa aparente).

Las curvas de relajacion fueron expresadas en forma adimensional como
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F*=F(t)/FO donde F(t) es la fuerza a tiempo t y F,, es la fuerza inicial antes de la
relajacion al 20% de compresion. Las curvas fueron ajustadas al modelo de Maxwell
generalizado por medio de una regresion no lineal (Bertola y col., 1991). El modelo
consiste en un elemento eldstico puro y dos elementos maxwellianos conectados en paralelo

con lo cual:

F*(t) = F(t)/F, = A_ + Ajexp(-t/7;) + A exp(-t/T,) (3-1)

donde, como se menciond anteriormente, A, A; y A, son constantes que dependen de
las propiedades viscoelasticas del material y 7, y 7, son los tiempos de relajacion. Cuando

la ecuacién (3-3) es expresada en funcion de los modulos elasticos (E) se obtiene:

E(t) = E_, + E exp(-t/r)) + E,exp(-t/7,) (3-2)

Los moédulos elasticos y las viscosidades de cada elemento se calcularon segun las
ecuaciones (2-11) y (2-12) del paragrafo 2-2-6 respectivamente, considerando los datos
correspondientes a 6 ensayos en cada caso, y la respectiva F; promedio.

Ni los médulos eldsticos ni las viscosidades mostraron diferencias significativas
hasta llegar al dia 255; después de ese tiempo fue observado un marcado incremento.

Para los cinco pardmetros viscoelasticos estudiados, los valores correspondientes
a los quesos no envasados fueron mayores que los de los quesos envasados. Por
consiguiente los quesos madurados en forma tradicional fueron mas duros (mayor
viscosidad) y menos eldsticos (mayor modulo elastico) que los quesos madurados

envasados (Sherman, 1976).
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TABLA 3-1 Valores medios de pardmetros viscoeldsticos correspondientes a periodos de

almacenamiento entre 3 y 255 dias

Parametros viscoelasticos Quesos no envasados Quesos envasados
E, (kPa) 107.99 84.87
E, (kPa) 127.07 100.74
E, (kPa) 102.85 80.24
n, (Pas) 3.85 x 10° 3.17 x 10°
1, (Pa s) 7.84 x 10° 5.28 x 108

Andlisis de las curvas fuerza-deformacion

Los parametros de textura: dureza (D), fuerza en la ruptura (F,) y deformacion en
el punto de ruptura (e¢;), no mostraron diferencias significativas durante el tiempo de
maduracion entre las muestras de quesos envasados a 30 y 45 dias (P30 y P45). Los
valores de dureza y fuerza en la ruptura mostraron diferencias significativas entre los
quesos madurados en forma tradicional y los madurados en pelicula. Los quesos envasados
fueron menos duros y tuvieron menor fuerza en la ruptura. Sin embargo, la deformacion
en el punto de ruptura no mostré diferencia alguna entre los tres lotes estudiados. Los

valores medios experimentales se muestran en las Figs. 3-5, 3-6 y 3-7.

Relaciones entre parametros reolégicos, humedad y proteolisis

Tanto la dureza como la fuerza en la ruptura disminuyeron al principio del proceso
de maduracioén hasta aproximadamente los 60 dias. Durante este periodo, la humedad
mostrd una pequefia variacion, mostrando una disminucion a los 30 dias y permaneciendo
luego practicamente constante hasta los 60 dias. Desde este tiempo de maduracion y hasta
aproximadamente los 120 dias, la humedad mostro una disminucion, al mismo tiempo que
aumentaban la dureza y la fuerza en la ruptura. Entre los 120 y 255 dias, la humedad no

varié significativamente mientras que los dos pardmetros de textura mencionados
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disminuyeron. Entre 255 y 290 dias, la humedad disminuyé rapidamente, mientras que la
dureza y la fuerza en la ruptura aumentaron.

Diferentes ecuaciones fueron propuestas para modelar matematicamente las
relaciones entre la variacion de la dureza, la fuerza en la ruptura y la deformacion relativa
en el punto de ruptura con el descenso de la humedad y el aumento del contenido de
nitrégeno soluble que ocurre durante la maduracion. El modelo probado que result6 el mas

adecuado para dureza (D) y fuerza en la ruptura (F, fue:

B S (3-3)
W NS

F - E% N < (3-4)
W NS

Para la ec. 3-3 los coeficientes fueron B; = 14.2 (0 = 1.4) y C,_ 213 (0 = 41).
Siendo W el contenido de humedad (g de agua por g de queso) y NS el nitrogeno soluble
(mg de nitrégeno soluble por g de queso); el coeficiente de correlacion fue R = 0.980.
En el caso de fuerza en la ruptura los valores obtenidos fueron B, = 7.3 (¢ = 1.4), C,
= 239 (0 = 41) y R= 0.962. Para la deformacién en el punto de ruptura el modelo que
mejor se ajustaba a los datos experimentales fue el siguiente:

W+ C, (3-5)

L
Er
con B; = -0.19 (¢ = 0.02), C5 = 0.09 (¢ = 0.006) y coeficiente de correlacion
R=0.964.

Los valores experimentales de dureza (D) (Fig. 3-5), fuerza en la ruptura (F))
(Fig.3-6) y deformacion relativa en el punto de ruptura (e ) (Fig.3-7) son mostrados
como una funcidn del tiempo de maduracion asi como los valores predichos por los
correspondientes modelos. Los valores predichos fueron calculados a través de las ecs.

3-3, 3-4 y 3-5, utilizando a cada tiempo el valor experimental de contenido de agua y de
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nitr6geno soluble. Para los tres parametros estudiados se obtuvo una coincidencia

satisfactoria para los valores medidos y calculados.

100

z
o
o
N
L
5
(]
A
20
0 1 1
0 100 200 300

Tiempo (dias)

Fig. 3- 5. Dureza en funcidén del tiempo de maduracion en queso Reggianito Argentino. Valores
experimentales: (@) Maduracion tradicional, (a) Quesos envasados (medias de los lotes P30 y
P45). Valores predichos por el modelo matematico: ( ) Maduracién tradicional, (------ )
Quesos envasados. Las barras indican los correspondientes errores estandar de las medias (Sy).
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Fig. 3-6. Fuerza en la ruptura en funcion del tiempo de maduracion. Valores experimentales:
(I) Maduracion tradicional, (a) Quesos envasados (valores medios de los lotes P30 y P45).
Valores predichos por el modelo matematico: ( Y Maduracioén tradicional, (-------- ) Quesos
envasados. Las barras indican los correspondientes errores estandar de las medias (Sx).
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Fig. 3-7. Deformacién relativa en el punto de ruptura en queso Reggianito Argentino.
(®@)Valores medios experimentales de los lotes de quesos tradicional y envasados (P30 y P45).
( ) Valores predichos por el modelo matematico. La barra indica el error estandard de

las medias (Sy).

Debe notarse que el aumento en el contenido de nitrogeno soluble produce una
disminucién en la dureza y en la fuerza en la ruptura. Sin embargo esta disminucion puede
ser detectada solamente cuando la humedad no varia significativamente. La disminucion
en el contenido de agua conduce a un incremento en los pardmetros de textura medidos lo

cual enmascara la disminucion debida a la protedlisis. La deformacion en el punto de
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ruptura fue independiente de la fraccion de nitrégeno soluble a todos los contenidos de
agua.

Los quesos en sus primeros estadios de la maduraciéon ven modificada su estructura
por los diferentes contenidos de sal, grasa y humedad. Los niveles de humedad en el queso
tienen alta influencia en la estructura basica del mismo. Los quesos que tienen
relativamente baja humedad tienden entonces a volverse cada vez mas duros con el tiempo
de almacenamiento y mas resistentes a la deformacion. Resulta importante la relacion
caseina intacta/humedad respecto de la textura. Esta relacion cambia marcadamente en las
dos primeras semanas de la maduracion. Pequefios cambios en la relacion humedad/caseina
resultan en grandes cambios en la humedad disponible, ya que gran parte de la humedad
actia como puente entre las caseinas y sus productos de degradacion. Ailn pequefias
disminuciones de la actividad acuosa hacen disminuir la velocidad de actividad proteolitica
en el queso. Ademads, la relacion de cuajo residual a caseina es menor en quesos de baja
humedad y la velocidad en los cambios de textura es entonces menor. Creamer y Olson
(1982) trabajando en quesos Cheddar cuyos pH estaban entre 4.88 y 5.4 y con contenidos
de humedad comprendidos entre 34.9 y 39.7% y contenidos de sal entre 1.2 y 1.79%
concluyeron que en el desarrollo de la textura durante la maduracion se pueden distinguir
dos fases. La primera tiene lugar entre los siete y los catorce dias cuando la gomosidad
de los quesos jovenes se transforma, dando un producto méas homogéneo. Ya que la
caseina es la Unica fase solida continua, esto sugiere que la proteolisis de la caseina, que
sostiene la estructura del queso, ha tenido lugar. La red de caseina se debilita cuando solo
alrededor del 20% de los puentes de la «, se hidrolizan por el coagulante para dar
péptidos oy I. Estos péptidos estin presentes en las primeras etapas de la maduracion en
todos los tipos de quesos.

La segunda etapa involucra un cambio més gradual de textura, a medida que el
resto de la «; caseina se rompe a lo largo de dias o meses de almacenamiento. Los
estudios en queso Cheddar mostraron que el 85% de la o caseina esta intacta durante los
primeros 14 dias de la maduracion y el restante 15 % esta como producto hidrolizado o 1.
El 95% de la 3 caseina, sin embargo, permanece constante ain después de diez semanas

de almacenamiento.
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3-3-4 Lactosa y acidos organicos

A través del analisis cromatogrifico se vio que el contenido de lactosa no era
afectado significativamente ni por el periodo de maduracion, ni por el hecho de que los
quesos maduraran sin envasar o fueran envasados a los 30 o 45 dias. El valor medio del
contenido de lactosa fue de 4.9 mg g'! (¢ = 0.3). La concentracién residual de lactosa
depende, entre otras cosas, de la actividad de las bacterias acido lacticas, de la cantidad
de lactosa removida durante la manufactura del queso y de la concentracién de NaCl en
el queso (Olson, 1990). Segin Mora y col. (1984), los resultados de la fermentacién del
acido lactico en las primeras 48 horas después de la manufactura del queso, mostraron que
el crecimiento de las bacterias acido lacticas termofilas y la hidrdlisis de la lactosa
dependen principalmente de la velocidad a la cual la cuajada es enfriada luego de ser
sacada de la batea. La temperatura en el centro de los quesos de determinadas dimensiones
permanece a mas de 50 °C hasta las 10 horas, mientras que en el exterior disminuye a
aproximadamente 42 °C en 2 horas. Como consecuencia de esto el crecimiento bacteriano
en el exterior comienza antes y es mas intenso en el exterior que en el interior del queso
y el metabolismo de los azicares se ve afectado, lo mismo que el desarrollo de la acidez.
Después de las primeras 48 horas el nimero de bacterias, el pH y la concentracion de
lactato no tienen los mismos valores en todo el queso y estas diferencias afectarian la
maduracion posterior.

La determinacion cuantitativa de 4cidos organicos y lactosa pueden ser usadas para
entender el metabolismo de los microorganismos, monitorear la actividad del cultivo
iniciador y seguir los cambios cualitativos durante la maduracion del queso y de esta
manera ser clasificados a través de este andlisis segin su tiempo de afinado (Bevilacqua
y Califano, 1989). En particular los dcidos orgéanicos contribuyen al flavor de los quesos
mas afejados. En la figura 3-8 se muestra un cromatograma tipico de queso Reggianito
Argentino para el estudio de los 4dcidos organicos. Puede decirse que la concentracion total
promedio de los mismos en las hormas de quesos, mostré un aumento a lo largo de todas
las etapas de la maduracion (Fig.3-9); ademas el tipo de envasado (P30 o P45) no afectd

estos resultados.
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La concentracién inicial de 4cido lactico observada fue de aproximadamente 77 %
del contenido total de acidos puesto que la primera funcién de los microorganismos
utilizados en el queso es producir acido l4ctico a partir de lactosa y a grandes velocidades
en las primeras etapas; el 4cido lactico ademas actda inhibiendo contaminantes como por
ejemplo los coliformes (Scott, 1985). Después de un almacenamiento de tres meses el
acido lactico representd un 58 % del contenido total de 4cidos y llegé al 34 % a los 255 dias

de maduracion.

<— INY

.Or
—

1
5 10 15 20 25
Tiempo (tuin)

Fig. 3-8. Cromatograma tipico obtenido por HPLC a 214 nm de longitud de onda de queso
Reggianito Argentino (4 meses de maduracion tradicional) de los acidos: (1) citrico y ordtico,
(2) pirtvico, (3) lactico, (4) urico y formico, (S) acético, (6) propionico, (7) butirico, (ni) no
1dentificado.
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Fig. 3-9. Cambios en ¢l contenido total de 4cidos orgéanicos en
queso Reggianito Argentino. Valores medios de los tres lotes
(T, P30 y P45). La barra indica indica el error estandard de las
medias.

Los 4cidos butirico y propidnico representaban el 16% y el 1.4 % respectivamente
del contenido total de 4dcidos orgdnicos inicialmente. Después de un periodo de maduracién
de seis meses la concentracion de ambos pasé a ser de 26% y 37% del total y al finalizar
el experimento el acido propidnico constituia el 42% del total. Las concentraciones de los
acidos butirico, propiénico y orético aumentaban a medida que la maduracion progresaba
aunque lo hacian a diferentes velocidades (Fig.3-10). Tanto el 4cido ordtico como el
butirico permanecieron aproximadamente constantes después de los cuatro meses de

almacenamiento.
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Fig. 3-10. Cambios en las concentraciones de los acidos ordtico, propidnico y butirico en
funcion del tiempo de maduracion para los tres lotes de queso Reggianito Argentino (T, P30
y P45). Las barras indican los correspondientes valores de los errores estandar de las medias.

Las propionibacterias producen sales de los acidos propionico y acético a través de
la fermentacion, la cual involucra la doble via completa del ciclo del piruvato (Law,
1984). Carboni y col., (1990) han sugerido que como las membranas de los globulos de
la leche se destruyen durante el proceso de maduracion, probablemente la grasa es atacada
por las lipasas del cuajo, las cuales liberan acidos grasos como el butirico a partir de los
triglicéridos. Arnold y col. (1975) encontraron una correlacion directa entre la intensidad

de sabor y aroma de queso Romano comercial y el contenido de acido butirico en el

mismo.
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El &4cido férmico se formé durante los primeros 46 dias de maduracién,
disminuyendo luego gradualmente. Thomas (1985) mostr6 que cuando el suministro de
hidratos de carbono es limitado una gran proporcion de ellos es fermentada a formiato,
acetato y etanol por el Lactococcus lactis subesp. lactis homofermentativo. El dcido acético
mostré cambios irregulares alcanzandose su contenido maximo alrededor de los dos meses

de almacenamiento y un minimo después de seis meses de maduracion (Fig. 3-11).
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Fig. 3-11. Cambios en los contenidos de los 4dcidos formico y acético para los tres lotes de
queso Reggianito Argentino (T, P30 y P45) en funcion del tiempo de maduracion. Las barras
indican los correspondientes errores estandar de las medias.

El contenido de acido lactico presentd un valor constante maximo entre los dos y

los cinco meses de almacenamiento y un minimo alrededor de los seis meses, aumentando
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cuando se aproximaba al final del experimento. El contenido de &cido pirivico disminuyd
a medida que avanzé el proceso de maduracién (Fig. 3-12). La formacion de piruvato es
atribuida a los pasos en la via glicolitica, pero el piruvato es también sustrato de muchas
reacciones metabodlicas y ademas puede generarse como producto intermedio en ellas. El
acido pirivico es usado por las bacterias durante la fermentacién de los productos lacteos

(Chen y Larson, 1971; Empie y Melachouris, 1978; Larson y Hegarty, 1979).
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Fig. 3-12. Cambios en los contenidos de acidos lactico y pirdvico en funcion del tiempo de
maduracion para los tres lotes de queso Reggianito Argentino (T, P30 y P45). Las barras
indican los correspondientes errores estandar de las medias.

Los andlisis estadisticos no mostraron diferencias significativas entre 10s quesos

envasados y no envasados (T, P30 y P45) para los acidos formico, butirico, ordtico,
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pirdvico, propiénico, acético y lactico para los tiempos estudiados. Los contenidos de los
acidos urico y citrico si presentaron diferencias significativas entre las hormas no
envasadas (T) y las envasadas en peliculas plasticas (P30 y P45); sin embargo los dos
grupos de muestras envasadas no mostraron diferencias entre ellos. El 4cido drico no fue
detectado en los tres primeros meses de almacenamiento, creciendo rapidamente a partir
de ese tiempo (Fig.3-13). En las muestras envasadas se alcanzdé un maximo a los cuatro
meses de maduracion, permaneciendo luego aproximadamente constante. Las muestras no
envasadas aumentaron su contenido en acido urico cuando se sobrepasaron los cuatro
meses de almacenamiento, alcanzando un maximo que duplicaba la cantidad presente en
las muestras envasadas a 30 y 45 dias, para disminuir luego rdpidamente hasta la ultima

etapa del almacenamiento.
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Fig. 3-13. Cambios en el contenido de 4dcido tdrico durante la maduracion de queso Reggianito
Argentino en muestras envasadas y maduradas tradicionalmente. Las barras indican los errores
estandar de las medias.
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El contenido de &cido citrico disminuyé abruptamente entre los 46 y los 59 dias de
almacenamiento. Después de este tiempo tuvo un comportamiento fluctuante con una leve
tendencia a disminuir hacia el final de la maduracién (Fig 3-14). Esta disminucioén puede
ser explicada por el metabolismo del citrato. Sin embargo el metabolismo del citrato suele
ser importante solamente en los cultivos de mesofilos. Bottazzi y Dellaglio (1967) y Groux
(1973) informaron que ciertas cepas del Streptoccoccus Salivarius subesp. thermophilus

producian trazas de diacetilo en leche, infiriendo de esto que el citrato podria haber sido

metabolizado.
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Fig. 3-14. Cambios en el contenido de 4cido citrico durante la maduracion de queso Reggianito
Argentino en muestras envasadas y maduradas tradicionalmente. Las barras indican los

correspondientes errores estandar de las medias.
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Giannuzzi y col. (1997), trabajando sobre los mismos quesos, demostraron que
desde el punto de vista microbioldgico no existian diferencias significativas entre los
quesos envasados a 30 y a 45 dias o madurados en forma tradicional, para todos los
microorganismos estudiados (Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus fermenti y Lactococcus lactis). Los resultados obtenidos también
demostraron que las diferencias en los valores de actividad acuosa y contenido de humedad
entre las muestras envasadas y las no envasadas no tuvieron diferencias significativas en
cuanto a la composicion de la flora microbiana.

Algunos autores informaron que el andlisis de discriminantes permitia clasificar
quesos de diferentes edades cuando se consideraban los perfiles de 4cidos orgédnicos obteni-
dos por HPLC (Pham y Nakar, 1983; Alonso y col., 1987; Bevilacqua y Califano, 1992).

El contenido de los nueve acidos organico estudiados y de lactosa pertenecientes
a un total de 27 hormas de quesos fue utilizado como referencia para saber el tiempo de
maduracién, suponiendo que analizar los cambios de las concentraciones en conjunto
permitiria agrupar las muestras segin el tiempo de afinado. Esta fue la informacion
introducida en el médulo de andlisis de discriminantes del programa SYSTAT.

Los diferentes tiempos de envasado en peliculas plasticas no fueron tomados en
cuenta ya que sus efectos no fueron significativos para la mayoria de los compuestos
analizados.

Las muestras fueron discriminadas en nueve grupos segun sus tiempos de
maduracién. El andlisis canénico discriminante permite estimar las distancias entre clases
y las probabilidades de que esas distancias sean mayores. La localizacion geométrica de
las medias de las clases puede ser graficada para permitir la visualizacion de cuadl clase es
o cudn alejadas estén las clases. Si la posicion de las muestras individuales se grafican por
sus medias, la cantidad de muestras mezcladas puede visualizarse. Los graficos canonicos
de todos los quesos se muestran en la Fig.3-15. Se ve claramente que en esta figura, los
quesos madurados en forma tradicional y los envasados a 30 y 45 dias, segin correspondan
a distintos tiempos de maduracién, aparecen encerrados en las distintas regiones. Ademas
se observa que las hormas envasadas no difieren de las no envasadas en sus

comportamientos con respecto a los contenidos de lactosa y de acidos organicos.
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Ya que la maduracién es un fenémeno continuo, los grupos no pueden ser
separados claramente. Los grupos I y J (que corresponden a 255 y 290 dias
respectivamente) no fueron discriminados por el programa, por lo que los quesos no
envasados de 290 dias de maduracidon fueron asignados de la misma manera que los de 255
dias. La figura 3-15 muestra que pueden ser considerados cuatro subgrupos segun sus
contenidos de 4cidos:

1) Quesos recién salidos de salmuera.

2) Quesos jovenes entre 31 y 93 dias (B-E), caracterizados por un aumento en los
contenidos de acido propidnico, orético, butirico y férmico y una disminuciéon en los
contenidos de acidos piravico y citrico.

3) Quesos de edad mediana, entre 126 y 184 dias de maduracion (F-H), los cuales
corresponden a un periodo donde las concentraciones de acidos propidnico, butirico y
ordtico aumentan y la concentracion de pirdvico disminuye, mientras que el resto de los
acidos permanece aproximadamente constante, a excepcion del acido urico que es generado
abruptamente.

4) Quesos con largo periodo de maduracion, entre 184 y 290 dias de maduracion (H-J),
son quesos de alto contenido total de acidos organicos, principalmente causado por el
aumento en los contenidos de acido propidnico, acético y lactico.

Se encontrd que los acidos propidnico, pirdvico, lactico y citrico eran predictores
significativos del tiempo de estacionamiento para el andlisis regresional por etapas de los
datos de acidos organicos, cuando se usaba un modelo lineal multivariable. La ecuacion

estimada de la regresion fue:
t - 6.0x107°[Pr] - 0.91[P] - 20x10°*[L] - 41x107*[C] + 160  (3-8)

donde: t = tiempo de almacenamiento en dias
Pr = concentracion de acido propionico (ppm)
L = concentracién de acido lactico (ppm)
P = concentracién de 4cido pirdvico (ppm)
C = concentracion de acido citrico (ppm)

Los coeficientes de la ecuacion estdn expresados en (dias ppm™!)
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El coeficiente de correlacion de la regresiéon fue R = 0.974.
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Fig. 3-15. Gréfico de las variables candnicas de 27 muestras de queso Reggianito Argentino. (X)
muestra no envasadas, (a) muestras envasadas en pelicula plastica después de 30 dias de
maduracién, ([J) muestras envasadas después de 45 dias de maduracion. Las letras indican los
tiempos de maduracién: (A) 0 dias, (B) 31 dias, (C) 46 dias, (D) 59 dias, (E) 93 dias, (F) 126
dias, (G) 156 dias, (H) 184 dias, (I) 255 dias y (J) 290 dias.
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Hough y col. (1994), realizando un andlisis sensorial sobre los mismos quesos,
concluyd que ni aroma ni sabor cambiaban en estos alimentos, fueran envasados o no. En
un trabajo posterior, Hough y col.(1996) demostré que los descriptores del flavor (la
intensidad total, el gusto a queso, la salinidad, el gusto picante, la intensidad residual) en
queso Reggianito eran bien predichos por los dcidos orgéanicos usando correlaciones de
cuadrados minimos parciales (PLS). La intensidad total del aroma también fue bien
correlacionada con los 4cidos organicos.

Se puede decir a través de los resultados de este capitulo que las muestras
envasadas no muestran crecimiento de hongos en su superficie y la evaporacién de agua
desde la superficie es mucho menor debido a la baja permeabilidad al agua de las peliculas
usadas. Por consiguiente los quesos envasados tienen mayor contenido de agua que los
quesos madurados tradicionalmente. El tiempo previo al envasado no afecta los resultados
de las experiencias, lo cual quiere decir que envasando en el periodo mencionado no se
observan modificaciones. Solamente los dcidos citrico y urico modifican sus contenidos
entre las muestras envasadas y las no envasadas; sin embargo el contenido total de acidos

fue el mismo para las muestras envasadas y las no envasadas

3-4 CONSIDERACIONES FINALES

A través de las observaciones realizadas en este estudio se puede decir que los
quesos envasados no evidenciaron crecimiento de hongos en la superficie y ademas que
la evaporacion de agua fue mucho menor debida a la baja permeabilidad de la pelicula
utilizada para el envasado.

Por consiguiente los quesos madurados envasados presentaron mayor contenido de
agua (350 g kg ) que los que fueron madurados tradicionalmente (330 g kg™! ), aunque
dentro del rango que sefala el Codigo Alimentario.

No se observaron diferencias significativas entre los quesos madurados
tradicionalmente y los envasados a 30 0 45 dias con respecto a los contenidos de nitrogeno

soluble,cuyos valores medios durante la maduracién oscilaron entre 5 y 27 mg g!, ni para
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nitrégeno no proteico cuyos valores estuvieron entre 5y 12 mg g!' durante el periodo de
afinado.

Los parametros viscoelasticos estudiados (médulos elasticos y viscosidades) tuvieron
mayores valores para las muestras no envasadas que para las envasadas , por lo cual los
quesos madurados en forma tradicional fueron mas duros y menos elasticos que los que
se maduraron envasados.

El hecho de que las muestras hayan sido envasadas a los 30 ¢ 45 dias del momento
de la elaboracién no afecté los valores de dureza, fuerza en la ruptura y deformacion
relativa en la ruptura. En cambio los parimetros dureza y fuerza en la ruptura fueron
significativamente diferentes para las muestras envasadas y para las maduradas
tradicionalmente.

A través del andlisis de las concentraciones de los acidos organicos se vio que
solamente los acidos urico y citrico tuvieron contenidos significativamente diferentes entre

las muestras envasadas y las no envasadas.
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MOZZARELILA



Congelacion de quesos

4-1 DISENO DE LA EXPERIENCIA

Se utilizaron para el estudio un total de 24 quesos Mozzarella fabricados en una
planta local (Unién Gandarense, Bs. As.) provenientes de una misma tina y envasados al
vacio en pelicula BK1. De estos quesos algunos se utilizaron como muestras control, es
decir se mantuvieron para su maduraciéon en un almacenamiento solamente refrigerado,
como si se tratara de una maduracién tradicional del queso. Los restantes quesos se

utilizaron para las experiencias de congelacion y descongelacion.

Quesos refrigerados (control)

Se almacenaron ocho hormas de quesos a 4°C y se fueron separando, para analizar,

dos quesos elegidos al azar para cada tiempo de maduracion a los 6, 14, 21 y 42 dias.

Quesos congelados

Diez y seis quesos Mozzarella fueron empleados en las experiencias de congelacion
a -20°C. Antes de la congelacion los quesos fueron almacenados a 4°C. La mitad de ellos
durante 6 dias y la otra mitad durante 14 dias a los efectos de analizar la influencia de las
condiciones de maduracion previa a la congelacion en la calidad del producto. Se utilizaron
dos velocidades de congelacion, segin el tiempo que tardaran las muestras en pasar de -1. 1
a -6.7°C (Cervantes y col., 1983). La congelacion rapida insumia para este pasaje 0.22
horas y fue lograda por inmersion en un bafio de temperatura controlada a -20°C (criostato
Lauda MWG, TUK 30, que funciona con etilenglicol). En la congelacion lenta las
muestras tardaban 10 horas en pasar de -1.1 a -6.7°C. Esta velocidad fue lograda
colocando las hormas en una camara de aire estanco a -20°C. El tiempo requerido para
congelar y descongelar las muestras bajo las condiciones de este estudio fue determinado
colocando termocuplas en el centro geométrico de las piezas de queso.

De los 2 lotes de 8 quesos que fueron madurados a 4°C durante 6 6 14 dias, la

mitad se congelaron rapidamente y la otra mitad lentamente es decir cuatro quesos de
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cada tiempo de maduracion refrigerado (6 6 14 dias), fueron congelados a cada una de las
velocidades ensayadas. Ocho hormas de queso, dos de cada condicion en tiempo de
almacenamiento refrigerado y velocidad de congelacion, fueron descongeladas al final de
la congelacion colocidndolas a 4°C (2 hormas congeladas rapido y 2 hormas congeladas
lento con 6 dias de maduracién y 2 hormas congeladas rdpido y 2 hormas congeladas lento
con 14 dias de maduracién). Esto se realizd a los fines de analizar el efecto producido
solamente por la congelacién, y no por el tiempo de almacenamiento congelado. De las
ocho hormas descongeladas inmediatamente después de la congelacidon, una de cada
condicion (4 hormas) fueron analizadas inmediatamente, para determinar la influencia del
tipo de congelacion (rdpida 6 lenta) a que fueron sometidas las mismas. Las otras 4 hormas
fueron almacenadas a 4°C durante ocho y siete dias méas hasta completar el periodo de
maduracién de 14 y 21 dias.

Los restantes ocho quesos congelados fueron almacenados en cdmara de -20°C
inmediatamente después de la congelacion, durante tres meses. Transcurrido ese periodo,
la mitad de ellos se analizaron inmediatamente después de ser descongelados para ver la
influencia del almacenamiento congelado sobre los parametros medidos y la otra mitad se
dej6 a 4°C hasta completar un periodo de maduracidn total (incluyendo el tiempo previo
a la congelacidon) de 14 y 21 dias a los fines de analizar el efecto de completar la
maduracion luego del almacenamiento congelado a -20°C.

En la TABLA 4-1 se resumen todas las condiciones analizadas para queso

Mozzarella.
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TABLA 4-1 Esquema de congelacion de 16 hormas de queso Mozzarella.

Tiempo de Velocidad de Almacenamiento Tiempo de maduracién  Tiempo total
maduracién antes congelacién congelado después de la de
de la congelacién descongelacién maduracién
(dias) (meses) (dias) (dias)
6 Répida 0 0 6
6 Répida 0 8 14
6 Répida 3 0 6
6 Répida 3 8 14
6 Lenta 0 0 6
6 Lenta 0 8 14
6 Lenta 3 0 6
6 Lenta 3 8 14
14 Répida 0 0 14
14 Répida 0 7 21
14 Répida 3 0 14
14 R4pida 3 7 21
14 Lenta 0 0 14
14 Lenta 0 7 21
14 Lenta 3 0 14
14 Lenta 3 7 21

Ensayos realizados sobre las muestras de queso Mozzarella

Sobre las muestras iniciales se determinaron los contenidos de agua, grasa, sal y
nitdgeno total.

Sobre todas las muestras se analizaron los contenidos humedad, nitrégeno no
proteico y dcidos orgénicos (féormico, acético, pirtvico, lactico, propidnico, orotico, Urico,
citrico y butirico).

En cuanto a las variables del perfil de textura a 20°C (en queso no fundido) se

determinaron: dureza, cohesividad, adhesividad y elasticidad. No se realizaron estudios de
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relajacidn porque la relacion entre los valores de tension verdadera y deformacion relativa
verdadera permanecia lineal en un rango muy pequefio de deformacién verdadera (10%)
lo que correspondia a una compresién de 0.3 cm sobre el tamafio en altura de la muestra
de 2.5 cm y conduciria a grandes errores en este tipo de determinaciones.

Respecto de las propiedades funcionales del queso fundido se determinaron:

viscosidad aparente, fundibilidad y aceite liberado a 60°C.

4-2 ANALISIS ESTADISTICO

Un andlisis de varianza fue realizado separadamente para ver el comportamiento
de las variables dependientes: dureza, cohesividad, adhesividad, elasticidad y nitrégeno no
proteico. La variable independiente en el disefio de los quesos no congelados fue el tiempo
de maduracién.

Para el experimento con quesos congelados las variables independientes de diseno
fueron: el tiempo completo de maduracion antes de la congelacion 6 maduracion en dos
etapas (efecto fijo), la velocidad de congelaciéon (0.22 o 10 horas para que las muestras
pasen de -1.1 a -6.7°C), (efecto al azar) y las hormas de queso congeladas y
descongeladas (efecto fijo). Fue considerado un modelo mixto. Para comparaciones
simultdneas entre pares fue elegido el test de Tukey. Las diferencias en las medias y en
el test F fueron consideradas significativas cuando P <0.05. Los intervalos de confianza
de las medias fueron calculados también a P <0.05. Todos los procedimientos estadisticos
fueron calculados usando el programa SYSTAT (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, USA).

En forma aniloga se llevé a cabo un analisis de varianza, en torma separada, para
las variables dependientes: fundibilidad, formacion de aceite liberado y viscosidad
aparente. La variable independiente en los quesos no congelados fue como antes el tiempo
de maduracién. Para el experimento con quesos congelados las variables independientes
de disefio fueron el tiempo completo de maduracion antes de la congelacion o la
maduracion en dos etapas (efecto fijo), la velocidad de congelacion (efecto al azar) y el

almacenamiento congelado (efecto fijo).
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Los cuadrados medios esperados para el andlisis de varianza, considerando un
modelo mixto (Walpole y col., 1992), se muestran en la TABLA 4-2 para 14 dias y en la
TABLA 4-3 para 6 y 21 dias de tiempo de maduracion .

TABLA 4-2 Esquema del anilisis de varianza aplicado a: viscosidad aparente, fundibilidad y

formacion de aceite liberado, en muestras congeladas y con 14 dias de tiempo total de maduracidn.

Fuente de
variacion df MS esperadas Relacion F
Almacenamiento 1 o?, + 4 D o? = MSS MSS
congelado (S) MSE
Esquema de 1 o%, + 4 > 5% = MSR MSR
maduracidn (R) MSE
Velocidad de 1 0% +2 02 5+2 0%g5+4 0°5 = MSE MSF

congelacion (F) MSSF+ MSRF- MSE

S x R 1 2. + 2 2 (af)* = MSSR MSSR
MSE
SxF 1 0%, + 2 ¢°,5 = MSSF MSSF
MSE
RxF 1 o’ + 2 0°gs = MSRF MSRF
MSE
Error 9 026 = MSE

MSS = cuadrado medio debido al almacenamiento congelado.

MSR = cuadrado medio debido al esquema de maduracion.

MSF = cuadrado medio debido a la velocidad de congelacion.

MSSR = cuadrado medio debido a la interaccién almacenamiento congelado x esquema de
maduracion.

MSSF = cuadrado medio debido a la interaccion almacenamiento congelado x velocidad de

congelacion.
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MSRF = cuadrado medio debido a la interaccién esquema de maduracion x velocidad de
congelacion.

MSE = cuadrado medio debido al error aleatorio .

MS = cuadrados medios esperados.

df = grados de libertad.

o, = Varianza del error.

a = efectos debidos al almacenamiento congelado.

B = efectos debidos al esquema de maduracidn.

6 = efectos debidos a la velocidad de congelacion.

0,5 = componente de varianza del almacenamiento congelado y de la velocidad de congelacion.
ogs ~=componente de varianza de la interaccion esquema de maduracion vy velocidad de
congelacion.

S x R = interaccion entre el almacenamiento congelado y el esquema de maduracion.

S x F = inteaccidn entre €l almacenamiento congelado y la velocidad de congelacion.

R x F = interaccién entre el esquema de congelacion y la velocidad de congelacion .

Cuando se compararon las muestras de queso congeladas con las refrigeradas que
tenian el mismo tiempo de maduracion, las variables independientes fueron el tiempo de
maduracion (efecto al azar) y el hecho de que las hormas de queso fueran congeladas o
refrigeradas (efecto fijo). Aqui también se volvio a considerar un modelo mixto.

El intervalo de confianza para la diferencia entre dos medias dadas, fue estimado
de acuerdo al test de Tukey segun el procedimento de comparacion de medias tomadas de
a pares. Las diferencias entre medias fueron consideradas como significativas para

P<0.05. Los intervalos de confianza de las medias también se calcularon para P=0.05.
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TABLA 4-3 Esquema del anilisis de varianza aplicado a: viscosidad aparente, fundibilidad y

formacion de aceite liberado sobre muestras congeladas con 6 y 21 dias del tiempo total de

maduracidn.

Fuente de variacion df MS esperadas Relacion F

Almacenamiento 1 o, + 2 D o? = MSS MSS

congelado (S) MSE

Velocidad de 1 o>, + 0?5 + 2 %5 = MSF MSF

congelacion (F) MSSF

SxF I o*, + o*,5 = MSSF MSSF
MSE

Error 4 %, = MSE

MSS = cuadrado medio debido al almacenamiento congelado.

MSF = cuadrado medio debido a la velocidad de congelacion.

MSSF = cuadrado medio debido a la interaccion almacenamiento congelado x velocidad de
congelacion.

MSE = cuadrado medio debido al error aleatorio.

o, = Varianza del error

€
« = efectos debidos al almacenamiento congelado
= efectos debidos a la velocidad de congelacidon
o5 = componente de varianza de la velocidad de congelacion
0,5 =componente de varianza de la interaccion almacenamiento congelado y velocidad de

congelacion
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4-3 ANALISIS DE ACIDOS ORGANICOS

Disefio del experimento

Se eligi6 el siguiente esquema de trabajo para el estudio de la evolucion de los
acidos organicos durante la congelacion: diez hormas de queso Mozzarella fueron usadas
para los experimentos. Se tomd un trozo representativo de cada una de las 10 hormas de
quesos almacenadas por tres dias a 4°C, para analizar el contenido inicial de acidos
organicos. Inmediatamente después, cada horma fue dividida en seis partes que se
envasaron al vacio en pelicula BK1 (Eva-Saran-Eva, Grace Argentina). Tres muestras de
cada horma fueron refrigeradas a 4°C por diferentes periodos de tiempo (6, 13, 20, 27,
34 y 41 dias) mientras las restantes se congelaron -20°C por seis dias. Después de
descongeladas se almacenaron a 4°C hasta que alcanzaron los tiempos de maduracion
deseados (TABLA 4-4).

Se contemplaron dos causas de variacion: los tiempos de maduracién (6 niveles)
y el hecho de que las muestras hubiesen sido congeladas o no (2 niveles). Las muestras
de cada horma de queso constituyeron un bloque, para minimizar el error que implica la
heterogeneidad entre hormas. Ya que se eligieron seis tiempos de maduracion refrigerada,
un disefio de bloques completos requeririan doce muestras de cada horma, pero solo se
contaba con seis. Entonces se asignaron los tratamientos a las muestras segin un disefio

de bloques incompletos balanceados (Box y col.1978) como se muestra en la TABLA 4-4.
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TABLA 4-4 Asignacion de los tiempos de almacenamiento (tratamientos) a las muestras segun el

disefio de bloques incompletos. Los controles se refieren a las muestras almacenadas a 4°C sin

ciclos de congelacion-descongelacion.

Hormas de queso Tiempo de maduracion (dias)
Control (4°C) Ciclo de congelacion-
descongelacion
A 6, 13, 20 6, 13, 20
B 6, 27, 34 6, 27, 34
C 6, 13, 41 6, 13, 41
D 13, 27, 34 13, 27, 34
E 20, 27, 41 20, 27, 41
F 13, 20, 27 13, 20, 27
G 20, 34, 41 20, 34, 41
H 13, 34, 41 13. 34, 41
I 6, 20, 34 6, 20, 34
J 6, 27, 41 6, 27, 41

4-4 ANALISIS ESTADISTICO DE ACIDOS ORGANICOS

Un andlisis de varianza multivariable (MANAVA) y un test posterior de Tukey de
comparaciones multiples, fueron utilizados para estudiar tanto el efecto del procedimiento
de congelacion como el tiempo de maduracion sobre las distintas variables analizadas.

La diferencia de medias y los ensayos F fueron considerados significativos cuando
las probabilidades calculadas resultaron ser menores de 0.05.

En el caso de diseiio de bloques incompletos utilizado para el estudio de la
variacion de acidos organicos, el valor medio de cada tratamiento fue ajustado para

considerar el hecho de que no todos los tratamientos ocurren en todos los bloques (Box y

col., 1978).
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Se realiz6 un anilisis de componentes principales (PCA) para conocer mejor la
estructura del conjunto de datos correspondientes a los dcidos organicos.

PCA es un procedimiento que puede aplicarse a numerosos datos multivariables
como técnica exploratoria con grandes ventajas sobre todo para datos sensoriales. Hay dos
principales funciones: la primera indica relaciones entre grupos de variables en un conjunto
de datos y la segunda muestra relaciones entre objetos. La matriz de datos puede ser
visualizada como describiendo un espacio multidimensional, con una dimension para cada
variable. Cada muestra puede ser representada como un punto en este espacio. En casos
simples donde hay s6lo unas pocas variables la estructura del espacio de muestras se puede
analizar a través de un grifico de dos dimensiones. Esto puede ser ain cuando haya
muchos objetos. Las relaciones entre variables pueden entonces ser investigadas por una
simple correlacion o un andlisis regresional. Sin embargo cuando hay mas variables la
visualizacidn del espacio muestral se vuelve mas dificultosa, cuando no imposible.

El efecto del PCA es reducir la dimensionalidad del espacio de muestras. Si se
midieran 25 variables entonces deberia haber 25 dimensiones. PCA procede a elegir una
combinacidn lineal de variables que expliquen la mayor proporcion posible de la varianza
original. Si dos 0 més variables estin fuertemente correlacionadas entonces la mayor parte
de la varianza o informacion de los datos puede ser explicada dibujando un nuevo eje a
través del centro del grupo de observaciones, de manera que la suma de los cuadrados de
las distancias residuales sea minima. La proporcion remanente de varianza en el conjunto
de datos puede luego ser explicada construyendo un segundo nuevo eje, ortogonal al
primero. Esto se puede extender rapidamente a 3 o mas dimensiones. En realidad para dar
una informacién completa, PCA requiere de tantas dimensiones como variables hubiera
en el espacio original. Sin embargo, el poder del método reside en su habilidad para
seleccionar dimensiones que expliquen un mayor porcentaje de varianza que una sola
variable. Existen mas de un criterio para elegir el nimero de componentes de la solucion.
En este caso se consideré como criterio el punto de corte para autovalores aproxima-
damente iguales a 1 (Piggot y Sharman, 1986).

El andlisis de discriminantes fue aplicado al conjunto de datos (dcidos organicos)

considerando cada tiempo de maduracion como un grupo; se ensayo la hipotesis nula que
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los grupos eran equivalentes para estimar los puntajes, las funciones discriminantes y las
probabilidades de clasificacion.

La probabilidad de que una muestra sea miembro de un grupo dado fue calculada
a través de la distancia de Mahalanobis. Para expresarlo grificamente las variables
canodnicas fueron representadas en el espacio discriminante.

Todos los procedimientos estadisticos fueron calculados a través del software
SYSTAT (SYSTAT Inc., Evenston, IL, USA).

4-5 RESULTADOS Y DISCUSION
4-5-1 Quesos refrigerados
4-5-1-1 Contenido de agua, grasa y sal

Las hormas de quesos iniciales, sin tratamiento alguno, revelaron un contenido de

I No se observaron variaciones

agua promedio de 0.46 + 0.01 g agua g queso’
significativas del contenido de agua durante el tiempo de maduracion. El contenido de sal

fue de 17 + 3 mg g y el contenido de grasa de 0.4 + 0.03 g g”! (ambos en base seca).
4-5-1-2 Contenido de nitrégeno

El nitrégeno total presente fue de 40 + 1 mg g'. El nitrégeno no proteico
aumenté con el tiempo de maduracién desde un valor medio de 0.6 + 0.1 mg NNP g°!
queso para 6 dias de almacenamiento hasta 0.9 + 0.1 mg NNP g'! queso, al cabo de 42
dias (TABLA 4-5) . Estos valores bajos estan de acuerdo con los informados por Creamer
(1976). La baja actividad proteolitica puede ser explicada por la destruccion térmica de

quimosina que ocurre durante la manufactura del queso (Matheson, 1981) .
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4-5-1-3 Analisis de Perfil de Textura

El estudio del andlisis de perfil de textura en quesos refrigeados mostré que la
maduracién a 4°C tiene un efecto significativo sobre la adhesividad, la cohesividad y la

dureza (TABLA 4-5).

TABLA4-5 Efecto del tiempo de maduracion sobre el contenido de nitr6geno no proteico (NNP),

Dureza (D), Adhesividad (A) y Cohesividad (C) de queso Mozzarella almacenado a 4 °C.

Tiempo de NNP (D) A C
maduracién (mg g!) (N) (J x 1073
(dias)
6 0.6° 21° 0.1¢ 0.82
14 0.7%¢ 342 0.8° 0.6°
21 0.8%° 29° 0.8° 0.6
42 0.9 328 2.0° 0.6

Distintos supraindices indican que existen diferencias significativas entre los valores dentro de

cada columna (P < 0.05).

Adhesividad

La adhesividad aument6 con el tiempo de maduracidn refrigerado entre los 6 y los
42 dias. Segln expres6 Sherman (1970) "la adhesividad es el trabajo necesario para vencer
las fuerza de atraccion entre la superficie del alimento y la superficie de otros materiales
con los cuales los alimentos se ponen en contacto”. Entonces, mientras el queso madura,
las fuerzas de adhesidon se vuelven mayores que las fuerzas de cohesion y parte de las
muestras pueden adherirse al dispositivo de compresion de la prensa Instron mientras €ste

se mueve hacia arriba siguiendo el primer ciclo de compresion.
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Dureza

La dureza aumenté entre los 6 y 14 dias de maduracién, mientras que la
cohesividad disminuyd en el mismo periodo. Entre los 14 y 42 dias estos dos pardmetros
permanecieron constantes (TABLA 4-5).

Micketts y Olson (1974) observaron un aumento en la dureza del queso Mozzarella
después de seis semanas de almacenamiento refrigerado, causado posiblemente por una
lenta incorporacion de agua libre dentro de la estructura fibrosa proteica del queso. Masi
y Addeo (1986) también informaron que la firmeza aumenta durante la maduracién del
queso Mozzarella.

El comportamiento mecénico del queso depende principalmente de la resistencia de
la red caseinica a la deformacion. Segin Creamer y Olson (1982), la molécula de o
caseina interactuaria con otras moléculas de «; caseina o con moléculas de B caseina y
formaria un enlace en la red de proteinas. Si se corta la molécula de o, caseina puede
perder su capacidad para actuar como un enlace en la red proteica, disminuyendo la fuerza
de la red. Sin embargo, por cada union peptidica rota se generan dos nuevos grupos
idnicos, los que pueden competir por la pequefia cantidad de agua presente en el sistema.
Ademas, el agua previamente disponible para solvatacion de las cadenas proteicas puede

ser inmovilizada por los nuevos grupos ionicos, haciendo al queso mas duro y menos
deformable (Matheson, 1981).

Elasticidad

La elasticidad del queso Mozzarella refrigerado no fue atectada por el tiempo de

almacenamiento, manteniéndose en un valor medio de 1.0 + 0.06 cm.
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4-5-1-4 Propiedades funcionales de la Mozzarella fundida

Viscosidad aparente y aceite liberado

En lo referente a la viscosidad aparente (VA) y aceite liberado en los quesos
Mozzarella almacenados a 4°C el tiempo de almacenamiento mostré una importancia
significativa. La viscosidad aparente de las muestras control disminuia rdpidamente y el
aceite liberado aumentaba durante las primeras dos semanas de almacenamiento a 4°C para
luego permanecer constante (TABLA 4-6).

Cambios similares en la viscosidad aparente y en el aceite liberado fueron
observados por otros autores en experimentos de maduracion realizados en queso
Mozzarella de baja humedad (Kindstedt y col., 1989; Oberg y col., 1991; Tunick y col.,
1991 y 1993; Oberg y col., 1992, Kindstedt y col., 1992; Yun y col., 1993; Yun y col.,
1993; Kiely y col., 1993).

Como seiialara Kindstedt y col. (1992) los cambios en las caracteristicas funcionales
durante la maduracion estin relacionados con la protedlisis. Farkye y col. (1991)
encontraron una protedlisis importante en quesos Mozzarella comerciales almacenados en
condiciones de refrigeacion durante dos semanas.

Estudios de microscopia electrOnica muestran que la grasa en quesos Mozzarella
existe como glébulos dispersos en la matriz de la cuajada, a pesar de que aparecen como
cavidades vacias debido a la técnica de preparacion de la muestra (Paquet y Kalab, 1988).
Durante la maduracién tienen lugar cambios estructurales en la matriz de paracaseina y en
las vacuolas de grasa (Kiely y col., 1993; Oberg y col., 1991). Después de la manufactura
se presenta una fase relativamente densa, homogénea y continua de paracaseina amorfa
conteniendo muchas microcavidades de dimensiones irregulares distribuidas al azar en la
matriz proteica. Cuando el queso se madura, la porosidad de la matriz de paracaseina
aumenta debido a la protedlisis; entonces la matriz de paracaseina presenta menor
resistencia al estiramiento y mayor elasticidad. Estos cambios de las propiedades reoldgicas
conducen a valores menores de la viscosidad aparente (VA). Sin embargo, como los

glébulos o agregados estin separados por una matriz proteica, el debilitamiento por la
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protedlisis de esta barrera probablemente facilita la coalescencia de los glébulos de grasa

cercanos en el calentamiento, con lo cual aumenta la exudacion de grasa (aceite liberado).

TABLA4-6 Efecto del tiempo de maduracion sobre la viscosidad aparente y la formacion de aceite

liberado en queso Mozzarella almacenado a 4°C.

Tiempo de maduracién Viscosidad aparente Formacion de aceite
(VA) liberado

(dias) (Pa-s) (cm)

6 3148.2 3.2

14 25250 5.1#

21 1886° 5.3

42 494 ¢ 5.9

ES 352. .46

Las valores medios dentro de cada columna que no tienen supraindices comunes difieren
significativamente (P <0.05).
ES = error estandar del analisis ANAVA.

Fundibilidad

El tiempo de almacenamiento no mostré una influencia significativa sobre la
fundibilidad; el valor medio del didmetro de queso fundido obtenido fue de 3.3 + 0.1 cm,
lo que representd un aumento del 87% con respecto al didmetro de las muestras antes de
ser fundidas.

4-5-2 Quesos congelados

Se compararon muestras de quesos que habian sido congeladas en diferentes

condiciones (lenta 6 rapida), cuyos procesos de maduracidn fueron en una etapa (6 6 14
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dias previos a la congelacién) o en dos etapas (6 dias previos y 8 posteriores a la
congelacion; 14 dias previos y 7 posteriores) y ademds segin hubieran sido sometidas o
no a un almacenamiento congelado de 3 meses a -20°C.

Esta bien comprobado que el tiempo de maduracion es el responsable de la mayoria
de los cambios en las propiedades funcionales y por este motivo se tuvo especial cuidado
en el hecho que las muestras congeladas que se compararon tuviesen los mismos tiempos

totales de maduracién a 4°C.

4-5-2-1 Contenido de nitrégeno

El andlisis del nitrégeno no proteico (NNP) revel6 que las muestras de queso
congeladas después de 6 dias de almacenamiento refrigerado mostraban una interaccion
significativa entre la velocidad de congelacion y el almacenamiento congelado. El
nitrégeno no proteico aumentd cuando las muestras congeladas con velocidades lentas se
almacenaron a -20°C durante tres meses (Tabla 4-7). Esto podria atribuirse a los efectos
de la recristalizacidon del hielo, es decir al aumento del tamafio cristalino que afecto a la
matriz proteica. Puede observarse que las muestras congeladas y almacenadas tuvieron
niveles de nitrégeno no proteico 50% mayores que los correspondientes a las muestras
maduradas en condiciones de refrigeracion por el mismo periodo (6 dias) (TABLA 4-5).

Las muestras sometidas al ciclo de congelacién-descongelacidon antes de completar
14 dias de maduracioén, (6 dias a 4°C, congeladas y almacenadas a -20°C por tres meses,
descongeladas y mantenidas 8 dias mas a 4 °C), mostraron mayor contenido de nitrogeno
no proteico (0.8 + 0.1 mg g™!) que las muestras que fueron almacenadas durante catorce
dias a 4°C antes de ser congeladas (0.7 + 0.1 mg g'!). Esto implica que la maduracién
en 2 etapas (antes y después de la congelacion) induce a un mayor grado de proteolisis en
el producto final. La congelacion podria haber debilitado la red proteica lo suficiente como
para haberla hecho mas susceptible a la proteodlisis.

Las muestras que completaron 14 dias de maduracion antes de la congelacion,
tuvieron un valor de NNP de 0.7 mg g , similar al de las muestras maduradas a 4°C sin

congelar. Esto significa que la protedlisis no se veria afectada por los procesos de
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congelacion-descongelacion si las muestras tuvieran un periodo de maduracion previa a
4°C de 14 dias. En los dos casos anteriores los resultados no fueron afectados

significativamente ni por la velocidad de congelacion ni por el almacenamiento congelado.

TABLA 4-7 Efecto de las condiciones de congelacidn sobre el contenido de nitrégeno no proteico

en queso Mozzarella (mg NNP g queso™’ ) para muestras con tiempo total de maduracién de 6 dias.

Tiempo de Tiempo de Velocidad de Almacenamiento congelado
maduracién maduracion antes congelacion (meses)
(dias) de la congelacion 0 3
(dias)
6 6 Ripida 0.87%° 0.912
6 6 Lenta 0.81° 0.92

Las medias con supraindices distintos difieren con P < 0.05.

En el caso de los quesos congelados que tuvieron un total de 21 dias de
maduracién a 4°C ( de los cuales 14 dias fueron antes de ser congelados y almacenados
a -20°C durante tres meses , y los restantes 7 dias después del almacenamiento congelado
y descongelamiento) el valor medio de NNP fue de 0.8 + 0.1 mg g”! . En este caso
ninguno de los factores analizados (ni la velocidad de congelacion, ni el tiempo de
almacenamiento congelado) mostraron efectos significativos en los valores de NNP.
Ademads estos valores no difirieron significativamente de las muestras maduradas en
condiciones de refrigeracion a 4°C. El hecho de haber completado 14 dias de maduracion
antes de ser congeladas condujo a que la matriz proteica no se afecte tan severamente por
la congelaciéon y entonces no haya mayor contenido de nitrdgeno no proteico en las
muestras congeladas.

El contenido de nitrégeno no proteico de las muestras congeladas con 6 dias de
maduracion siempre fue mayor que el de las muestras control. Para la muestras sometidas
al ciclo de congelacion-descongelacion después de completar los 14 dias de maduracion

el contenido de nitrégeno no proteico fue similar al de los controles refrigerados con los
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mismos tiempos de maduraciéon. Pero cuando los quesos completaban el periodo de
maduracion hasta llegar a los 14 dias, después de haber sido descongelados, el contenido
de nitré6geno no proteico alcanzaba valores similares a los que poseian los controles

refrigerados de veintitin dias de maduracion.

4-5-2-2 Anailisis de perfil de textura

Dureza

Tanto la velocidad de congelacion como el almacenamiento congelado mostraron
un efecto significativo en las piezas de queso que fueron congeladas y descongeladas luego
de un almacenamiento a 4°C durante 6 dias. Comparando los valores de dureza de estas
muestras con los de las muestras que fueron maduradas 6 dias en condiciones de
refrigeracion a 4°C sin ser congeladas (TABLA 4-5) se observo que estos ultimos eran
menores que los de las muestras que fueron congeladas. En los quesos con 6 dias de
tiempo total de maduracidon, que no fueron almacenados luego de la congelacion, no se
observaron diferencias significativas en los valores de dureza con la velocidad de
congelacidon. En los quesos que fueron almacenados a -20°C durante 3 meses si se
observaron diferencias significativas. En estos casos, el almacenamiento congelado tuvo
un efecto endurecedor que dependia de la velocidad de congelacion (TABLA 4-8).

En las muestras que tuvieron un tiempo total de maduracion a 4°C de 14 dias, se
observé que la dureza aumentaba en las que habian sido congeladas antes de completar el
periodo de maduracién y eran almacenadas durante 3 meses a -20°C. En cambio las
muestras congeladas después de 14 dias de almacenamiento refrigerado a 4°C no
presentaban diferencias significativas en la dureza de las mismas después del
almacenamiento. Las velocidades de congelacion no causaron efectos significativos en las
muestras almacenadas a -20°C ni en las analizadas inmediatamente después de la

congelacion.
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TABLA 4-8 Efecto de las condiciones experimentales de congelacion sobre la dureza (N) de queso

Mozzarella congelado.

Tiempo total de Tiempo de maduracion Velocidad de Almacenamiento
maduracidn (dias) previo a la congelacion congelacion congelado
(dias) (meses)
0 3

6 6 Répida 30° 54#
6 6 Lenta 25¢ 39°
14 6 Répida 34° 46°
14 6 Lenta 31° 442
14 14 Répida 27° 3620
14 14 Lenta 36%° 31°

Las medias con un mismo tiempo de maduracién total difieren cuando presentan distintos

supraindices (P < 0.05).

Los valores medios de dureza para quesos con un tiempo de maduracion de 21 dias
fueron 28 + 1 N. Ninguno de los factores analizados mostraron efectos significativos
sobre la dureza cuando el tiempo total de maduracion fue de 21 dias. Asi se puede ver que
el valor de 28 N no diferia significativamente de las muestras maduradas por igual periodo
en condiciones de refrigeracion pero sin ser sometidas a congelacion (TABLA 4-5).

Para quesos congelados después de sélo 6 dias de maduracion (con o sin
almacenamiento congelado a -20°C) y luego descongelados las piezas de quesos congeladas
y almacenadas a -20°C resultaron ser mas duras que los controles refrigerados.

Los quesos congelados con un tiempo total de maduracion de catorce dias no vieron
afectada su dureza, cuando fueron comparados con los controles refrigerados, excepto para
muestras congeladas después de seis dias de maduracion, almacenadas tres meses a -20°C,

y luego descongelados y almacenadas a 4°C durante ocho dias més. Bajo estas altimas
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condiciones mencionadas, la dureza fue mayor que en las muestras refrigeradas control,
haciendo que las muestras con ciclo de congelacidn-descongelacion se parecieran a
muestras control refrigeradas de mayores tiempos de maduracion.

Diversos autores utilizaron métodos objetivos a los fines de evaluar la textura del
queso Mozzarella no fundido determinando las propiedades funcionales con una Maquina
Instron (Mickets y col., 1974; Cervantes y col.,1983; Masi y Addeo, 1986; Tunick y
col., 1991 y 1993; Yun y col., 1993). Los cambios en el cuerpo y la textura de los quesos
se correlacionan con los distintos tratamientos de tiempos y temperaturas de congelacion
(Shannon, 1975). Cervantes y col.(1983) trabajando en queso Mozzarella de baja humedad
y parcialmente descremado y velocidades de congelacidon-descongelacion répidas,
concluyeron que después de una semana de almacenamiento congelado, las muestras no
se veian significativamente afectadas por los procedimientos de congelacion y
descongelacion. Esto fue comprobado por ensayos de compresion, torsion y evaluacion
sensorial.

Segin Diefes y col. (1993), cuando el queso Mozzarella es sometido a congelacion,
la deshidratacion local de las proteinas causa rupturas en la estructura proteica, esto hace
que los pequefios globulos de grasa entren en contacto unos con otros y formen granulos.
Las proteinas se vuelven mds compactas o interactian para formar puentes disulfuro
alrededor de nuevos granulos de grasa. Con el descongelamiento, las proteinas no son
capaces de reabsorber totalmente el agua. Esto trae como consecuencia un queso mas duro
y mas elastico en cuanto a su estructura. Durante el almacenamiento congelado hay un
aumento en los didmetros de los cristales debido a la recristalizacion del hielo. haciendo
que resulte més dificil la relocalizacion del agua en la interfase lipido-proteina después de
la descongelacion; esto disminuye el efecto lubricante y produce un queso de estructura

més dura. Esto explicaria los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Adhesividad, cohesividad y elasticidad

El almacenamiento congelado produjo un aumento en la adhesividad de las

muestras con seis y veintitin dias de maduracion (TABLA 4-9), mientras que este efecto
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no fue significativo en los quesos Mozzarella madurados durante 14 dias. Ni la velocidad
de congelacién, ni la maduracion en una o dos etapas, tuvieron un efecto significativo en

la adhesividad.

TABLA 4-9 Efecto del almacenamiento congelado sobre la adhesividad (J) del queso Mozzarella

congelado.

Tiempo de Almacenamiento congelado (meses)
maduracion
0 3
(dias)
6 1 x 104° 8§ x 10%2
14 8 x 102 9x 1042
21 6x 10%° 10 x 1072

Las medias en una misma fila difieren si los supraindices son distintos (P < 0.05).

Asimismo, ninguno de los factores estudiados mostraron un efecto significativo en
la cohesividad. Los valores medios obtenidos fueron 0.56 + 0.02 , 0.61 + 0.03 y 0.66
+ 0.03 para los quesos madurados durante 6, 14 y 21 dias respectivamente.

Los valores de cohesividad para los quesos congelados de 14 y 21 dias de
maduracién no difirieron con los de los quesos madurados en condiciones de retrigeracion
que no fueron congelados.

Sin embargo, la cohesividad de los quesos con 6 dias de maduracion fue
significativamente mds baja que la de los quesos de igual tiempo de maduraciéon no
sometidos a congelacion.

Esto sugiere que la matriz proteica de los quesos seria mds susceptible a sufrir
alteraciones cuando sélo tiene 6 dias de maduracidén que cuando tiene 14 6 21 dias.

La elasticidad no se vio afectada por ninguna de las variables ensayadas dando un
valor medio de 1 + 0.01 cm.

La elasticidad, cohesividad y adhesividad de los quesos congelados con un tiempo
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total de maduracién de 14 dias no difirieron de los quesos refrigerados.

Diefes y col. (1993), quienes trabajaron con queso Mozzarella, observaron grandes
dafios cuando las muestras de queso eran almacenadas durante 48 semanas a temperaturas
de congelacion. Si en cambio se dejaban los quesos durante algunos dias a 4°C después
de descongelar, las muestras recuperaban sus valores Optimos de cohesividad y
fundibilidad.

De acuerdo con Dahlstrom (1978), el queso Mozzarella mostraba poca fundibi-
lidad, flavor 4cido, pérdida de grasas, decoloracion, superficies libres de humedad y poca
cohesividad inmediatamente después de la descongelacion, pero regeneraba sus
caracteristicas normales después que el queso descongelado se almacenaba de una a tres
semanas a 4°C, mejorando las propiedades funcionales. Lo mismo sucede en el presente
trabajo con las muestras que se congelaron con s6lo 6 dias de maduracion y luego se

dejaron 8 dias a 4°C.

4-5-2-3 Propiedades funcionales

Viscosidad aparente

Ni las velocidades de congelacion ni el almacenamiento congelado tuvieron efecto
significativo sobre la viscosidad aparente en las muestras de quesos maduradas durante 6
dias; el valor medio fue de 3275+ 277 Pa.s. Para muestras maduradas durante 14 dias y
luego congeladas y almacenadas a -20°C durante 3 meses, la viscosidad aparente
disminuy6 en comparacion con las muestras descongeladas inmediatamente después de la
congelacion, independientemente de la velocidad de congelacion. Las muestras de queso
que habian sido congeladas lentamente después de 6 dias de maduracion refrigerada y que
completaron los 14 dias de maduracién después del almacenamiento congelado,

aumentaron el valor de la viscosidad aparente (TABLA 4-10).
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TABLA 4-10 Efecto del tiempo de maduracidon antes del congelamiento, de la velocidad de
congelacion y del almacenamiento congelado sobre la viscosidad aparente (Pa.s) de queso

Mozzarella congelado cuyo tiempo total maduracion fue 14 dias).

Tiempo de maduracion Velocidad de Almacenamiento congelado
previo a la congelacion congelacion (meses)
(dias) 0 3
14 NS 2446 .° 1614.¢
6 Ripida 1940.%¢ 1648.°
6 Lenta 1700.° 225020

Medias sin supraindices comunes son diferentes (P <.05).
NS = no significativo

ES = 249 Pa.s

Las muestras maduradas 21 dias, congeladas pero no almacenadas a -20°C,
mostraron un valor medio de viscosidad aparente de 1066 Pa.s con P<0.05, lo cual
podria explicarse porque a mayor grado de protedlisis la VA es menor. Este valor también
es menor que el correspondiente a los quesos refrigerados del mismo tiempo de
maduracién pero no congelados, lo que sefialaria que la congelacion induce a mayor grado
de protedlisis. Tres meses de almacenamiento congelado aumentaron la viscosidad aparente
a 1780 Pa.s con P<0.05.

Los quesos congelados después de ser madurados durante 14 dias mostraron que
después del almacenamiento congelado (tres meses a -20°C), la viscosidad aparente
disminuy6 a valores similares a aquellos obtenidos sobre muestras maduradas refrigeradas
durante veintiin dias (muestras control). En las muestras maduradas y no sometidas a
congelacion, la viscosidad aparente disminuyd en los primeros 14 dias debido a la
protedlisis.

Las muestras de quesos maduradas durante 14 dias previos a la congelacion, sin
almacenamiento congelado, no difirieron de las muestras control refrigeradas durante 14

dias en los valores de viscosidad aparente. En cambio cuando se completé la maduracion
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después de permanecer almacenadas durante 3 meses a -20°C, la viscosidad aparente fue
comparable a la de los controles refrigerados de 21 dias. El almacenamiento congelado
disminuy¢ la viscosidad aparente haciendo que las muestras fueran equivalentes a aquellas

con una semana mas de almacenamiento refrigerado.

Aceite liberado

En las muestras que tuvieron un periodo de maduracion de 14 dias y que fueron
congeladas y almacenadas congeladas se liber6 mayor cantidad de aceite que en las no
almacenadas. El almacenamiento congelado influyo sobre la cantidad de aceite liberado.
Sin embargo en el caso de las muestras congeladas rapidamente, que terminaron su
maduracién después de haber sido almacenadas a -20°C durante 3 meses y luego fueron
descongeladas, se vio que liberaban menos aceite que las no almacenadas. Para las mismas
muestras cuando la congelacién era lenta, el almacenamiento congelado no modificaba el
valor de esta variable (TABLA 4-11).

Se debe recordar segin lo mostrado en la TABLA 4-6 que el aceite liberado
aumentaba con el tiempo de maduracién en las muestras maduradas en condiciones de
refrigeracion y no congeladas. La destruccion de la red proteica debida al almacenamiento
congelado, facilitaria la coalescencia de los gldbulos de grasa lo cual aumentaria el aceite
liberado.

Ni el almacenamiento congelado ni la velocidad de congelacion afectaron el aceite
liberado cuando las muestras de queso fueron maduradas con un periodo total de 6 ¢ 21
dias. Los valores medios de aceite liberado fueron 3.2+0.2 y 5.84+0.2 cm para 6 y 21
dias respectivamente.

Las muestras de quesos congeladas después de ser maduradas durante 14 dias no
vieron afectadas las propiedades funcionales a 60°C en comparacion con los controles
refrigerados; pero después del almacenamiento congelado (tres meses a -20°C), el aceite

liberado fue mayor que para las muestras control de cuarenta y dos dias.
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TABLA 4-11 Efecto del tiempo de maduracion previo a la congelacion, de la velocidad de
congelacion y del almacenamiento congelado sobre el aceite liberado (cm) en queso Mozzarella

congelado cuyo tiempo total de maduracion fue de 14 dias.

Tiempo de maduracidn Velocidad de Almacenamiento congelado
previo a la congelacion congelacion (meses)
(dias) 0 3
14 NS 5.2°¢ 6.4%
6 Ripida 6.2% 5.5%
6 Lenta 5.5° 5.7°

Las medias con diferente supraindice difieren (P <0.05).
NS = no significativo

ES =0.18 cm

Fundibilidad

Como se observa en la TABLA 4-12 el almacenamiento congelado disminuyo la
fundibilidad de las muestras maduradas durante 14 dias antes de la congelacion.

En las muestras maduradas durante 6 y 21 dias ni la velocidad de congelacion ni
el almacenamiento congelado afectaron la fundibilidad. Los valores observados de esta
propiedad fueron 2.9+0.1 y 3.44+0.1 cm para 6 y 21 dias respectivamente.

Para quesos madurados solamente durante 6 dias, que fueron congelados, mas tarde
descongelados y luego dejados 8 dias a 4°C, las caracteristicas del queso fundido
inmediatamente después de la descongelacion fueron similares a las de los quesos control,
independientemente de las condiciones experimentales (velocidad de congelacion y

almacenamiento congelado).
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TABLA 4-12 Efecto del tiempo de maduracion previo a la congelacion y del almacenamiento
congelado sobre la fundibilidad (cm) de queso Mozzarella congelado cuyo tiempo total de

maduracién fue de 14 dias.

Tiempo de maduracion Almacenamiento congelado
previo a la congelacion (dias) (meses)
0 3
14 3.4° 3.1°
6 3.3¢ 3.48

Las medias con diferentes supraindices difieren (P <0.05).
ES = 0.1 cm

Los resultados en la literatura respecto de la fundibilidad son muy contradictorios.

Oberg (1992) informé que la fundibilidad disminuia en los quesos Mozzarella que
habian sido congelados inmediatamente después de la manufactura y almacenados a -20°C
durante 42 dias. Segin este autor la congelacion tiende generalmente a danar las
estructuras caracteristicas del queso. La congelacion produciria cambios en el cultivo
iniciador y en las enzimas presentes, lo que podria modificar las propiedades fisicas del
queso como son la extensibilidad, la fundibilidad y el color (Oberg y col., 1992, 1991,
1991).

Por el contrario Tunick y col. (1991) congelando queso Mozzarella inmediatamente
después de la manufactura, almacendndolo a -20°C durante 8 semanas y atemperandolo
luego a 4°C por 3 semanas mds encontraron que los quesos congelados tenian mayor
fundibilidad que los no congelados usados como control que tenian una semana de
almacenamiento a 4°C. Esto puede ser atribuible a que trabajaron sobre quesos cuya
matriz ain no estaba consolidada.

Sin embargo, estas modificaciones informadas en la literatura no fueron

significativas en las experiencias del presente trabajo.
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4-5-3 Acidos orgdnicos

En las figuras 4-1 y 4-2 se muestran cromatogramas tipicos obtenidos a 214 y 280

nm  de los acidos organicos estudiados en queso Mozzarella.
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Fig. 4-1 Cromatograma tipico de Queso Mozzarella obtenido a 214 nm de los icidos: (1)
citrico, (2) orotico, (3) piravico, (4) lictico, (5+6) drico y formico. (7) butirico.
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A (conteos)
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Fig. 4-2 Cromatograma tipico de Queso Mozzarella a 280 nm de los dcidos:  orotico (2) y
urico (5+6).

El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas entre el contemido de
dcidos de los grupos refrigerados y congelados, excepto a crertos tiempos  de
almacenamiento donde la interaccion fue sigmticativa (esquema de maduracion x tiempo
de maduracion).

La concentracion de acido lactico inicial (3 dias) representd alrededor del 79.3%
del contenido total de acidos, pues el principal papel del starter es producir lactico a parur
de lactosa a altas velocidades en las primeras etapas. Tanto ¢l nempo de almacenamiento
como la interaccién (tiempo de almacenamiento x esquema de maduracion) ticne un etecto
significativo sobre el contenido de acido lactico. El dcido lictico aumentd a los 20 dias de
maduracion, donde representd el 80.5% del total de los acidos en las muestras retrigeradas
y el 91.5% en las congeladas (kFig. 4-3). El acido licuco disminuy6 20% entre los 20 y
27 dias en las muestras sometidas a ciclos de congelacion y descongelacion, permaneciendo
luego constante. La concentracion de lictico es mixima a los 27 dias con una fuerte
disminucién a los 34 dias en los controles refrigerados. Los mismos valores se obtuvieron

para muestras congeladas y retrigeradas a los 41 dias de maduracion, donde alcanzo el
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72.3% del total de la concentracion de los 4cidos organicos.
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Fig. 4-3 Cambio en el contenido de icido l4ctico durante la maduracion de queso Mozzarella.

(---m-m-- ) Muestras sometidas al ciclo de congelacion- descongelacion, ( ) Muestras
refrigeradas. La barra indica la minima diferencia significativa (LSD; P <0.05).

Los 4cidos urico y férmico también presentaron una sucesion de cambios similares,
con un méaximo entre 20 y 27 dias, pero los contenidos de los 4cidos de los grupos
refrigerados fueron similares a los de las muestras congeladas (Fig. 4-4).

El 4cido citrico inicial (3 dias) representaba el 9.1% del total (1370 mg kg™!).
Luego aument6 rapidamente en los siguientes tres dias de maduracion (6 dias) para las
muestras sometidas al ciclo de congelacidon-descongelacion (2600 mg kg’l ), doblando
practicamente su contenido. Las muestras congeladas presentaron un maximo en la

concentracion de citrico a los 13 dias de almacenamiento con una leve tendencia a
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disminuir a mayores tiempos de maduracion. Los controles refrigerados mostraron el valor
mds alto a los 20 dias y el minimo después madurar 34 dias (Fig 4-5). La disminucién
puede deberse a que el citrato puede ser usado como sustrato por el starter para producir

acido pirdvico.
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Fig. 4-4 Cambios en los contenidos de 4cidos drico (@) y férmico (v) durante la
congelacion de queso Mozzarella. No se observan diferencias entre las muestras sometidas
al ciclo de congelacion-descongelacion. Las barras indican las minimas diferencias
significativas (LSD; P <0.05).

El contenido de 4cido pirtdvico disminuy6 un 80% entre los tres y los seis dias de
maduracién, alcanzando una concentracién promedio de 36+9 mg kg'! que no cambia
significativamente durante el resto de la experiencia. Esto podria explicarse ya que si bien

el piruvato es facilmente formado a través de los pasos de la via glicolitica, también actia

132



Congelacion de quesos

como sustrato de muchas reacciones metabodlicas.

3500 I | i I.'
Tbl)
4 3000 | :
on
E
S 2500
=
2
S 2000 ¢t -
= |
<
00 | ] i |
13 0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Fig. 4-5 Cambios en el contenido de 4cido citrico. Muestras de Queso Mozzarella sometidas
al ciclo de congelacidon-descongelacion (------- ); Muestras control refrigeradas ( ). La
barra indica la minima diferencia significativa (LSD; P <0.05).

El contenido de &cido orOtico no presentd cambios significativos durante la
maduracion, con excepcion del grupo refrigerado que fue madurado 34 dias (Fig 4-6).

No se detectaron ni 4cido acético ni acido propidnico en la totalidad de las
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S,

muestras.
El 4cido butirico solamente aparecié en unas pocas muestras, al azar, y nunca

excedié los 700mg kg™ , lo cual sugiere la presencia de bacterias que no pertenecen al

starter.

Acido Orético (mg kg™)

0 10 20 30 40 50

Tiempo (dias)

Fig. 4-6 Cambios en el contenido de dcidos ordtico. Muestras de queso Mozzarella
sometidas al ciclo de congelacion-descongelacion (--------- ); Muestras control retrigeradas
( ). La barra indica la minima diferencia significativa (LSD; P <0.05).
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Andlisis de componentes principales

Los resultados del andlisis de los componentes principales de los siete acidos
orgdnicos detectados mostraron tres factores de interpretacion, los cuales describen
alrededor del 82% de la variacion total de las 60 muestras (alrededor de 47, 23 y 12%
para cada uno de los factores respectivamente).

La carga para los factores 1 y 2 se muestra en la Fig 4-7. El factor 1 fue

fuertemente cargado sobre lactico, orético, citrico y férmico, mientras que el factor 2 era

principalmente cargado sobre butirico y urico.
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Fig. 4-7. Factores de carga de los 7 4cidos orgdnicos detectados sobre el primero y
segundo componentes principales. Los 4cidos estdn indicados con las primeras letras de

sus nombres.
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El factor 3 no mostrd una clara definicién; con algunos acidos tiene una carga

moderada (Fig. 4-8).
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Fig. 4-8. Factores de carga de los 7 dcidos organicos detectados sobre el primero y tercer
componentes principales. Los 4cidos estdn indicados por las primeras letras de sus

nombres.
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Los objetos (muestras) fueron graficados en un espacio tridimensional que puede
ser visualizado como una proyeccidn tridimensional del espacio original multidimensional.
La observacion de los resultados de las muestras en la Fig.4- 9 revela que no hay una clara
distincion entre los grupos de muestras congeladas y refrigeradas. Sin embargo aplicando
un ANAVA a los resultados de las muestras de cada andlisis de componentes principales,
solamente el tiempo de almacenamiento produjo un efecto significativo, mientras que la

congelacion de las muestras no afectd los resultados.

PCA factor 3

Fig. 4-9.Resultados de las muestras respecto de los 3 tactores de componentes principales.
& Muestras refrigeradas; ¥ Muestras sometidas al ciclo congelacidon-descongelacion.
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Para realizar el andlisis de discriminantes se ingresé al modulo del programa
SYSTAT la concentracién de los 7 acidos organicos cuantificados en cada muestra de
queso.

La principal diferencia entre el andlisis de discriminantes y el andlisis de
componentes principales es que el andlisis de discriminantes calcula factores que permiten
diferenciar mejor entre grupos de muestras, mientras que el analisis de componentes
principales calcula factores que explican la mayor proporcion de varianza (Piggott, 1982).

Las muestras fueron discriminadas en tres grupos seguin sus tiempos de maduracion.
Los diferentes procedimientos de almacenamiento congelado no fueron considerados para
la formacion de los grupos ya que sus efectos no fueron significativos en la mayoria de
los casos.

El grupo A corresponde a muestras maduradas entre 6 y 13 dias. El grupo B
comprende muestras maduradas entre 20 y 27 dias. Las muestras maduradas entre 34 y
41 dias pertenecen al grupo C. El grupo B corresponde a un periodo donde los contenidos
de 4cido lactico, foérmico, citrico y urico son altos. Los graficos canonicos de todas las
muestras se ven en la Fig.4-10.

Del grafico puede observarse que las muestras A estan situadas casi exclusivamente
en el cuarto cuadrante. Las muestras B pertenecen, en su mayoria, al segundo y tercer
cuadrante. Finalmente las muestras clasificadas como C estan situadas principalmente en
el primer cuadrante.

Las variables clasifican correctamente el 80% de las muestras.

En conclusion se puede decir que desde el punto de vista de la composicion de
acidos organicos solamente, el queso Mozzarella que fue congelado antes de completar la
maduracion no difiere significativamente del grupo control refrigerado del mismo tiempo

de maduracion.
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Variable Canoénica 2
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Fig. 4-10. Gréfico canénico de 60 muestras de queso Mozzarella. Las letras indican los
tiempos de maduracion: A, 6al3 dias; B, 20 a 27 dias; C, 34 a 41 dias.
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4-6 CONSIDERACIONES FINALES

Del estudio realizado en este capitulo se puede decir que cuando los quesos se
congelaron después de cumplir un periodo de maduracion de 14 dias a 4°C no se vieron
afectados los valores de nitrégeno no proteico respecto de las muestras que no fueron
sometidas al ciclo de congelacion-descongelacion.

En cambio en las muestras que completaron la maduracién de 14 dias luego de
haber sido congeladas y descongeladas, la protedlisis fue mayor. La congelacion a los 6
dias de maduracidn pudo haber debilitado la red proteica lo suficiente como para hacerla
mas susceptible a la protedlisis.

La velocidad de congelacion y el almacenamiento congelado a -20°C afectaron los
valores de dureza respecto de las muestras que fueron maduradas a 4°C con los mismos
tiempos de maduracion total. Las muestras que fueron maduradas a 4°C y no fueron
congeladas tuvieron menores valores de dureza que aquellas sometidas al ciclo de
congelacion-descongelacion después de 6 dias de maduracion.

Cuando los quesos eran congelados antes de completar el periodo de maduracion
de 14 dias tenian mayores valores de dureza que cuando completaban la maduracion luego
de la descongelacion. Los quesos de 14 dias de maduracion, que no fueron sometidos a
almacenamiento congelado, no modificaron sus valores de dureza.

El almacenamiento congelado durante 3 meses tuvo un efecto endurecedor. Este
hecho se podria atribuir a que durante la congelacion el agua se separa de las proteinas
para formar los cristales de hielo y que luego de la descongelacion resulta dificil su
reabsorcion por la masa de queso. El aumento del didmetro cristalino durante el
almacenamiento congelado hace més dificil la relocalizacion del agua en la interfase lipido-
proteina después de la descongelacion dando una estructura mas dura.

Ni la velocidad de congelacion, ni la maduracion en una o dos etapas tuvo un
efecto significativo sobre la adhesividad. Sin embargo, el almacenamiento congelado
influy6 en la adhesividad de muestras con 6 y 21 dias de maduracion total.

Ninguno de los factores estudiados tuvo un efecto significativo sobre la cohesividad

de las muestras maduradas durante 6, 14 y 21 dias y sometidas a congelacion-
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descongelacion.

La elasticidad no se vio afectada por ninguno de los factores estudiados.

Respecto a las propiedades funcionales se observo que en los quesos madurados
durante 6 dias, que fueron congelados y mas tarde descongelados, las caracteristicas del
queso fundido, inmediatamente después de congelado, fueron similares a las de las
muestras que tenian 14 dias de maduracion previa, independientemente de las condiciones
experimentales (velocidad de congelacién y almacenamiento congelado).

Las muestras con 6 dias de maduracion previa, que se atemperaron a 4°C durante
8 dias, luego de haber sido congeladas a -20°C y almacenadas a esta temperatura durante
tres meses, mostraron menor viscosidad aparente y fundibilidad y mayor liberaciéon de
aceite que las que se maduraron durante el mismo tiempo y que no fueron sometidas al
ciclo de congelacidon-descongelacién. El almacenamiento congelado influyé sobre la
cantidad de aceite liberado, sin embargo si los quesos completaron su maduracion luego
de la congelaciOn-descongelacion los valores de aceite liberado resultaron menores que
cuando no la completaron. La destruccion de la red proteica durante el almacenamiento
congelado produciria la coalescencia de los glébulos de grasa y haria que se libere mas
aceite.

El almacenamiento congelado aumenté significativamente la viscosidad aparente
sobre las muestras que fueron maduradas hasta completar un periodo de maduracion de 21
dias, sin afectar ni la fundibilidad ni el aceite liberado.

Respecto de la composicion de acidos organicos, los quesos que completaron su
maduracién después del periodo de almacenamiento congelado, no presentaron diferencias
significativas repecto de los quesos que habian sido madurados bajo condiciones de
refrigeracion y que no habian sido congelados; comparandose las muestras que habian
tenido los mismos tiempos de maduracion totales.

Por consiguiente los resultados muestran que bajo las condiciones estudiadas, la
congelacion es una alternativa para prolongar la estabilidad y la vida 1til de la Mozzarella

de baja humedad sin modificar las propiedades funcionales del fundido.
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Conclusiones

Del estudio realizado en el queso Reggianito envasado en peliculas plasticas resulta

que:

* Los quesos Reggianito Argentino envasados en pelicula plastica no mostraron desarrollo
de hongos sobre su superficie, circunstancia que obliga, en una maduracion tradicional (sin
el uso de peliculas de envasado), a una operacidon de cepillado superficial, que implica

costos adicionales de mano de obra.

* La baja permeabilidad al agua que poseen las peliculas utilizadas para el envasado
disminuye significativamente la evaporacion superficial y esto significa una pérdida de peso
muy reducida durante el almacenamiento de los quesos para su maduracion. Por
consiguiente los quesos envasados tienen al final del periodo de maduracion un contenido
de agua mayor que el de los quesos sin envasar. Sin embargo, los rangos de humedad
verificados en los quesos envasados, estin dentro de los permitidos por el Cdédigo

Alimentario Argentino (27 a 35%).

x El periodo elegido de 30 y 45 dias, a partir de la fecha de fabricacion, para envasar los
quesos no afectaron los resultados del experimento; un periodo menor podria producir

quesos cuyo contenido de humedad final excediera los limites permitidos.

* [La disminucién en el contenido de agua en la maduracion tradicional conduce a un
aumento en los parametros de textura medidos (dureza y fuerza en la ruptura), lo cual se

superpone a la disminucion debida a la proteodlisis.
* El aumento en el contenido de nitrégeno soluble, al avanzar la maduracion, se

corresponde con una disminucion en la dureza y en la fuerza en la ruptura. Sin embargo

esta disminucidon soOlo fue detectada cuando el contenido de humedad no variaba
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significativamente, ya que la disminucién del contenido de agua genera un aumento en los

parametros de textura y este aumento compensa la disminucion producida por la protedlisis.

* La deformacion relativa en el punto de ruptura fue independiente del contenido de

nitrégeno soluble, a todos los contenidos de humedad.

* Tanto los modulos elasticos como las viscosidades, determinados a través de los ensayos
de relajacion, no mostraron una tendencia definida con el tiempo hasta los 255 dias,
aumentando significativamente a partir de alli. Los valores de los parametros estudiados
fueron mayores para los quesos que no fueron envasados que para los quesos envasados.
Esto dio como resultado que los quesos madurados tradicionalmente resultaran mas duros
y menos elasticos (mayor viscosidad y mayor modulo elastico de los elementos del modelo

de Maxwell).

* Desde el punto de vista de los acidos organicos no hubo diferencias significativas en el
contenido total de los mismos en los quesos envasados y en los tradicionales para todos los

tiempos de maduracion.

* Solamente las concentraciones de los dcidos urico y citrico variaron significativamente

entre las hormas envasadas y las no envasadas.

* El analisis candnico permitié discriminar los quesos en grupos segun su tiempo de

maduracion.
* Los acidos propiénico, pirdvico, lactico y citrico resultaron predictores significativos del

tiempo de maduracion a partir del andlisis regresional por etapas de los nueve acidos

estudiados, cuando se aplicé un modelo lineal multivariable.
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Del estudio realizado sobre quesos Mozzarella congelados resulta que:

* De acuerdo con los pardmetros estudiados el rango de tiempos de maduracidn mas
adecuado para quesos Mozzarella de baja humedad resultd ser entre catorce y veintiin

dias.

* El contenido de nitrégeno no proteico y la adhesividad de quesos Mozzarella refrigerados
aumentaron con el periodo de maduracién, mientras que la dureza y cohesividad mostraron

cambios durante las primeras dos semanas permaneciendo luego constantes.

* Las muestras maduradas 6 dias a 4°C , congeladas y almacenadas a -20°C durante 3
meses tuvieron niveles de nitrégeno no proteico mayores que los correspondientes a las

muestras no sometidas a congelacion del mismo periodo de maduracion.

* Las muestras que completaron 14 dias de maduracion antes de la congelacion, tuvieron

un valor de nitrégeno no proteico similar al de las muestras maduradas a 4°C sin congelar.

* Las muestras sometidas al ciclo de congelacion-descongelacion antes de completar 14 dias
de maduracién, (6 dias a 4°C, congeladas y almacenadas a -20°C por 3 meses,
descongeladas y mantenidas 8 dias mas a 4°C), mostraron mayor contenido de nitrogeno
no proteico que las muestras que fueron almacenadas durante 14 dias a 4°C antes de ser

congeladas.

* Los quesos de 6 dias de maduracion que fueron congelados presentaron mayores valores

de dureza que los quesos del mismo tiempo que fueron solamente refrigerados.
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* Los quesos de 6 dias de maduracion que fueron congelados con distintas velocidades de

congelacion y descongelados no difirieron en sus valores de dureza.

* Los quesos de 6 dias de maduracion que fueron congelados y luego almacenados a -20°C

durante 3 meses mostraron endurecimiento respecto de los no almacenados.

* Las muestras que completaron un periodo de maduracion de 14 dias antes de ser
congeladas no presentaron este efecto de endurecimiento después del almacenamiento

congelado.

* En ninguna de las muestras con tiempo de maduracion total de 14 dias (hayan sido
maduradas en una o dos etapas) y almacenadas o no, se observaron variaciones de dureza

debido a las velocidades de congelacion.

* Ni la velocidad de congelacion, ni la maduracién en una o dos etapas tuvieron efecto

significativo en la adhesividad de las muestras.

*El almacenamiento congelado produjo un aumento en los valores de adhesividad de las
muestras con 6 y 21 dias de maduracion respecto de las muestras maduradas y no

congeladas de los mismos tiempos de maduracion.

* Ninguno de los factores estudiados tuvieron influencia sobre la cohesividad y elasticidad
del producto congelado. Sin embargo, la cohesividad de los quesos con 6 dias de
maduracién fue significativamente mas baja que la correspondiente los quesos de igual

tiempo de maduracion no sometidos a congelacion.

* Los quesos con un tiempo total de almacenamiento de veintiin dias no se vieron
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afectados por ninguno de los factores estudiados, probablemente porque los parametros

analizados a esos tiempos hayan alcanzado sus niveles finales.

* La viscosidad aparente de las muestras de queso con 6 dias de maduracion no fueron

afectadas ni por la velocidad de congelacion ni por el almacenamiento congelado.

* Para muestras maduradas 14 dias a 4°C y luego congeladas y almacenadas a -20°C
durante 3 meses, la viscosidad aparente disminuy0 en comparacién con las muestras
descongeladas inmediatamente después de la congelacion, independientemente de la
velocidad de congelacion. En cambio las muestras de queso que fueron maduradas en dos

etapas si se vieron afectadas por la velocidad de congelacién.

* Los quesos congelados después de ser madurados durante 14 dias, mostraron que después
del almacenamiento congelado la viscosidad aparente diminuyé a valores similares a

aquellos que tenian 21 dias de maduracion refrigerada a 4°C.

* En las muestras que tuvieron 14 dias de maduracion antes del almacenamiento congelado
y que se almacenaron a -20°C durante 3 meses se liber6 mayor cantidad de aceite que en
las no almacenadas. Sin embargo en las que se completd su maduracidon después del

almacenamiento congelado se observé menor o igual liberacion de aceite.

* Ni el almacenamiento congelado ni las velocidades de congelacion afectaron el aceite

liberado para muestras con un periodo de maduracion total de 6 o 21 dias.

* El aceite liberado fue mayor en las muestras de 14 dias de maduracién, sometidas al ciclo

de congelacion-descongelacion, que en las muestras control refrigeradas.
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* La fundibilidad disminuyd con el almacenamiento en las muestras que habian sido

congeladas con 14 dias de maduracion previa.

* El contenido de acidos organicos de las muestras de queso Mozzarella que fueron
congeladas antes de completar el periodo de maduracion no difirieron significativamente
del correspondiente a las muestras control refrigeradas del mismo tiempo de maduracion.
Esto implica que los procedimientos de congelacién-descongelacion no modificaron el
contenido de acidos orgéanicos, respecto de aquellos quesos que sufrieron un proceso de

maduracidn tradicional.

* El analisis de componentes principales sobre los dcidos organicos no distinguio entre las
muestras que habian sido congeladas y las que no fueron congeladas. Solamente el tiempo

de almacenamiento produjo un efecto significativo

* Los quesos pudieron ser clasificados a través del contenido de acidos organicos,

utilizando un andlisis discriminante canénico segin sus tiempos de maduracion.

* El queso Mozzarella de baja humedad, congelado y luego almacenado a -20°C no
evidencio pérdida de calidad siempre que hubiese tenido un almacenamiento refrigerado
entre catorce y veintiin dias. Como se demostrd que las velocidades de congelacion (en el
rango utilizado en estos experimentos) no afectaron los resultados obtenidos, se puede
concluir que el queso Mozzarella de baja humedad puede ser congelado en una camara de
congelacion a -20°C como bloques, porciones individuales o bien en forma granulada sin

que se afecten sus atributos de calidad.
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CONCLUSIONES FINALES

Maduracion en pelicula

No se observaron diferencias significativas entre los quesos madurados
tradicionalmente y los envasados con respecto a los contenidos de nitrégeno soluble,
nitrégeno no proteico y deformacion relativa en la ruptura, mientras que dureza, fuerza en
la ruptura y parametros viscoeldsticos fueron mayores para los quesos sin envasar. Los
contenidos de los 4cidos orgdnicos no variaron para ambas condiciones de almacenamiento,
excepto para los acidos drico y citrico.

Es posible, entonces, madurar queso Reggianito en pelicula plastica de baja

permeabilidad gaseosa obteniéndose un producto similar al madurado tradicionalmente.

Congelacion de quesos

De acuerdo a los pardmetros estudiados el rango de tiempos de maduracion mas
adecuado, para queso Mozzaella de baja humedad, resulto ser entre 14 y 21 dias.

Dentro de los factores estudiados, la maduracion en dos etapas y el almacenamiento
congelado son los que provocaron mayores cambios sobre los parametros estudiados.

El queso Mozzarella congelado y almacenado a -20°C no evidencid pérdida de
calidad siempre que hubiese tenido una maduracion previa entre 14 y 21 dias.

La congelacion es por consiguiente una alternativa para prolongar la estabilidad y
la vida atil de queso Mozzarella de baja humedad, conservando los atributos de calidad del

mismo.
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Nomenclatura

A : adhesividad (J)

A; : coeficientes que dependen de las propiedades viscoeldsticas del material

APT : analisis de perfil de textura

C : cohesividad

D : Dureza (N)

E : constante del resorte

E_: mddulo de elasticidad de equilibrio

E, : mddulos elasticos de los elementos

e, : deformacion relativa en el punto de ruptura (%)
e, : deformacion relativa verdadera

n . viscosidad (Pa s)

F : fuerza aplicada a un elemento elastico (N)

F, : fuerza instantanea durante el tiempo de relajacion (N)
F, : fuerza inicial antes del decaimiento de la tension (N)
F_ : fuerza en la ruptura (N)

L, : altura inicial de la muestra (cm)

L, : altura de la muestra en el punto de ruptura (cm)
NT : nitr6geno total (mg g

NS : nitrégeno soluble (mg g1

NNP : nitrégeno no proteico (mg g™')

o : tension aplicada (Pa)

o : tension verdadera (Pa)

7 . tiempo de relajacion (s)

u : desplazamiento (cm)

VA : viscosidad aparente (Pa s)

W : contenido de humedad (g g'l )
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