PROCESOS

EVALUACION DE DIFERENTES
ESTRATEGIAS PARA ACELERAR LA
MADURACION DE QUESO REGGIANITO

INTRODUCCION

La maduracion de los quesos es la etapa mas larga del
proceso productivo general. Mientras que los trabajos
de transformacion de la leche en cuajada en tina se
miden en minutos, la maduracién se mide en dias,
meses 0 afios. En particular en el caso de quesos duros,
este periodo puede durar entre seis meses y dos afios.
El incremento de la protedlisis y peptiddlisis mediante
diversas estrategias tecnologicas, ya sea a través de
operaciones simples o la aplicacion de tecnologias
innovadoras, aparecen como muy favorables desde el
punto de vista de la aceleracion de la maduracion y, por
consiguiente, de la disminucion de los costos de pro-
duccion de un alimento de elevado valor agregado (Fox
et al., 2000; Zalazar et al., 2006). Lo que se busca es
reducir un tiempo de espera significativo en el costo del
producto, sin alterar la bioquimica de la maduracion. Se
han ensayado diversas estrategias para acelerar la
maduracion de quesos duros, como el queso
Reggianito. Dentro de éstas, se puede mencionar el
aumento de la temperatura de maduracion (Ceruti ef al.,
2012; Sihufe et al., 2010). Si bien los resultados obte-
nidos han sido muy prometedores, esta estrategia no
ha sido adn utilizada en la industria quesera. Otra estra-
tegia involucra la adicion de enzimas exdgenas, como

P Tecnologia Lactea Latinoamericana N° 99

Costabel, L.1*; Bergamini, C.2; Vaudagna, S.34;
Cuatrin, A.'; Audero, G.!; Hynes, E.2

INTA EEA Rafaela. Rafaela, Santa Fe, Argentina.
?Instituto de Lactologia Industrial - UNL/CONICET.
Santa Fe, Argentina.

3Instituto Tecnologia de Alimentos (ITA) - INTA Castelar.
Castelar, Buenos Aires, Argentina.

4CONICET. Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina.

“costabel.luciana@inta.gob.ar

proteasas, carboxypeptidasas y lipasas (Azarnia et al.,
2011; ElI Soda y Awad, 2003; Fox et al., 2000;
Kailasapathy y Lam, 2005; Sihufe et al, 2011;
Wilkinson y Kilcawely, 2005). En el caso de quesos
duros, el uso de lipasas resultd muy satisfactorio.
Muchas lipasas han sido utilizadas para acelerar la
maduracion de los quesos duros. En general, el uso de
proteasas no ha sido muy aconsejable, debido a que
causan modificaciones en el desarrollo de la protedlisis
y producen defectos en la textura y el sabor de los que-
sos (Wilkinson y Kilcawley, 2005). Ademas, las enzimas
son un ingrediente de alto costo y las pérdidas de las
mismas en el suero de queseria son elevadas
(Upadhyay y McSweeney, 2003; Wilkinson y Kilcawley,
2005). Por esta razon, una de las estrategias planteadas
en este trabajo consistio en incrementar la actividad de
enzimas que estan naturalmente presentes en los que-
S0S, como son la enzima coagulante y la plasmina. El
coagulante agregado a la leche para producir la trans-
formacion casearia es capaz de intervenir en mayor o
menor medida en la degradacion de las caseinas, segin
el tipo de queso (Hynes et al, 2004a; Bansal et al.,
2007;). Asimismo, la plasmina —una proteasa nativa de
la leche— degrada algunos de los componentes indivi-
duales de las caseinas durante la maduracion de los
productos (Farkye y Fox, 1992; Fox et al., 2000; Ismail
y Nielsen, 2010). El incremento de tales actividades por
modificaciones tecnoldgicas, puede conducir a una
protedlisis mds rapida o de mayor avance en los pro-
ductos finales (Farkye y Fox, 1992; Hynes et al., 2004b).



También en este trabajo, se planeo el tratamiento de altas
presiones hidrostaticas (APH) como una estrategia inno-
vadora que puede ser utilizada con el objetivo principal de
disminuir el periodo de maduracion de los quesos
(O’Reilly et al., 2001; Trujillo et al., 2002; San Martin
Gonzalez et al., 2007). El objetivo de este trabajo fue ace-
lerar la maduracion de queso Reggianito mediante modi-
ficaciones de la tecnologia tradicional, destinadas a incre-
mentar la protedlisis y peptiddlisis. Las estrategias eva-
luadas fueron las siguientes: i) incremento de la actividad
de enzimas proteoliticas no microbianas, la enzima coa-
gulante residual y la plasmina, a través de una modifica-
cion de la temperatura de coccion en presencia de dos
coagulantes diferentes, y ii) aplicacion de la tecnologia de
altas presiones hidrostaticas (APH).

ELABORACION DE LOS QUESOS

En la primera experiencia, se estudio la influencia del
tipo de coagulante y de la temperatura de coccion sobre
la proteolisis y la actividad de la enzima coagulante resi-
dual y de la plasmina. Se utilizaron dos temperaturas de
coccion diferentes: 50 y 56°C, y dos tipos de coagulan-
tes: quimosina bovina (CH) y quimosina de camello
(CA), ambas obtenidas por fermentacion de microorga-
nismos modificados genéticamente. Se elaboraron
quesos Reggianito miniatura, utilizando un conjunto de
tinas individuales, y las muestras se almacenaron por
90 dias a 12°C. En la segunda experiencia, se estudio el
efecto del tratamiento con APH -aplicando diferentes
combinaciones presion-tiempo de mantenimiento-
sobre la composicién quimica, el pH, los recuentos
microbioldgicos, la protedlisis, la peptidolisis, la activi-
dad de enzimas proteoliticas no microbianas, la textura,
los parametros cromaticos y los atributos sensoriales
del queso Reggianito. Para ello, se elaboraron quesos
Reggianito miniatura en la miniplanta quesera del INTA
EEA Rafaela, a los cuales se les aplicd presiones de 100
MPa durante 5 (T1) y 10 (T2) min y 400 MPa durante 5
(T3) y 10 (T4) min a 20°C el dia posterior a la elabora-
cion. Algunos quesos no fueron tratados con APH, los
que se consideraron como controles (C). Todos los
quesos se maduraron durante 90 dias a 12°C.

ANALISIS DE LOS QUESO0S

Los quesos de ambas experiencias fueron analizados al
inicio, a los 45y a los 90 dias de maduracién. Se reali-
zaron analisis de composicion de proteinas totales,
grasa, materia seca y pH de acuerdo a métodos de refe-
rencia (FIL-IDF N° 20 B 1993; FIL-IDF N° 152 A 1997;
FIL-IDF N° 4 A, 2004; Bradley et al., 1993, respectiva-

mente), recuentos microbiolGgicos (recuento total de
flora lactica termofilica en APC-leche (Candioti ef al.,
2002) y recuentos de microorganismos en MRS incu-
bados a 30 y 45°C en los quesos de la segunda experien-
cia (Corsetti et al., 1998), actividad de plasmina
(Richardson y Pearce, 1981) y enzima coagulante resi-
dual (Hurley et al., 1999), y seguimiento de la proteolisis
por medio de analisis de las fracciones nitrégeno soluble
(Gripon et al., 1975; Hynes et al., 2003), electroforesis en
gel de poliacrilamida aplicando un sistema de gel discon-
tinuo en el cual la concentracion de acrilamida de 4%
para el gel de apilamiento, y de 7,5% para el gel de sepa-
racion (Hynes et al., 1999) y péptidos solubles en agua
por HPLC (Hynes et al, 2003). En los quesos de la
segunda experiencia, se determinaron ademas los ami-
nodcidos libres totales y aminoacidos libres, utilizando
un analizador de aminodcidos (Cattaneo et al., 2014), y
se realizaron andlisis de textura y color por métodos ins-
trumentales (Costabel, 2015) y sensoriales con panel
entrenado (Meilgaard et al., 2007).
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PROCESOS

ANALISIS ESTADISTICO

En la primera experiencia, la concentracion de grasa,
proteinas, humedad, plasmina y plasmindgeno fueron
procesadas por analisis de varianza de dos vias
(ANOVA). Para las demas variables, el tiempo de madu-
racion, el tipo de coagulante utilizado y las diferentes
temperaturas de coccion de los diferentes tratamientos
aplicados fueron seleccionados como factores principa-
les para el andlisis. Se utilizd un disefio factorial para
medias repetidas en el tiempo (PROC MIXED, SAS Ver.
9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos). En el
caso en que la interaccidn result6 significativa
(P<0,05), se procedi6 a la "apertura’ de la misma. Esto
consiste en probar las hipotesis correspondientes a los
efectos simples de uno de los factores para cada uno de
los niveles del otro factor, considerando como término
de error el correspondiente al modelo completo.
Posteriormente, para cada efecto simple que resultd
significativo se aplicé una prueba de comparaciones
mdltiples (Prueba de LSD) para detectar grupos de
niveles homogéneos (a= 0,05).

En la segunda experiencia, los resultados de
composicion quimica, pH, recuentos microbiol6gicos,
actividad coagulante residual y de plasmina, fracciones
nitrogenadas, aminodcidos libres y textura fueron anali-
zados utilizando un disefio factorial para medidas repeti-

das en el tiempo descripto anteriormente (PROC MIXED,
SAS Ver. 9.2, SAS Institute, Inc., Cary, Estados Unidos).
El tiempo de maduracion y los diferentes tratamientos
aplicados, incluyendo el control, fueron seleccionados
como factores principales para el analisis. Los perfiles
peptidicos se analizaron por métodos multivariados,
incluyendo una metodologia denominada légica difusa
(“fuzzy approach”) para la pre-reduccion de los datos
obtenidos por HPLC (Piraino et al., 2004). El nuevo set
de datos fue entonces analizado por andlisis de compo-
nentes principales (PCA), usando la aplicacion SPSS®
(SPSS Inc., Chicago, IL) (Pripp et al., 2000 a,b).

RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA EXPERIENCIA
La temperatura de coccion influyé sobre la actividad
coagulante residual, verificindose que los quesos en
los cuales la misma fue de 50°C retuvieron una activi-
dad significativamente mayor (p<0,03) que los tratados
a 96°C (Tabla 1). Por el contrario, la temperatura de
coccion no modifico la actividad de la plasmina.
Durante la maduracion se verifico una reactiva-
cion de esta enzima. La reactivacion fue mas importan-
te cuando los quesos fueron tratados a mayor tempera-
tura. Estudios previos realizados en queso Reggianito
hallaron una tendencia similar, aunque incluian tempe-

TABLA 1 - Actividad coagulante residual (nmol producto h-1 g-1), pH y fracciones NS en los quesos expresadas
como porcentaje del N total durante la maduracion (promedio + DS de las cuatro réplicas de elaboracion de
quesos) a diferentes temperaturas de coccion y para los dos coagulantes evaluados.
Quesos
Quimosina de Camello Quimosina bovina
Item Tiempo 50 °C 56 °C 50 °C 56 °C
o 6 183,8 + 46,8 63,2 + 28,3 1242 £ 15,8 56,8 + 39,3
Actividad 50 269,8+64,1 | 1321+34,4 | 1940+74,6 | 169,9 £ 30,6
coagulante
90 3216 +48,2 | 276,1+30,4 | 3264 +66,8 | 249,2+ 35,6
6 50+0,6 3.1 £15 50+0,2 47+0,1
NS-pH 4,6 50 7,704 6,1+£0,9 9,2+0,8 6,6+0,2
90 8,9+0,2 78+£19 10,5+ 0,7 10,2+£1,7
6 28+03 1,1+0,1 3,0+x0,1 24+0,1
NS-TCA 50 6,7+0,3 27+08 7,0+05 52+0,6
90 7,701 4,9+ 1,1 8,703 6,401
6 14 +£0,1 0,804 1,3£0,1 1,0£0,1
NS-PTA 50 32+1,0 1,7+0,3 33204 22+01
90 4,5+ 0,7 25507 5601 3,401
Nota: Para la actividad de quimosina, los valores resaltados muestran que la actividad coagulante al final de la maduracion fue mayor que en los
quesos recién elaborados.
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FIGURA 1 - Perfil electroforético de la fraccion insoluble en agua a pH 4,6 durante la maduracion. Los dvalos
muestran la mayor hidrolisis de la caseina a.s1 en los quesos cuya T de coccion fue 50°C
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raturas de coccion muy elevadas, de hasta 60°C (Hynes
et al., 2004b). La protedlisis primaria también resulto
afectada por la temperatura de coccion. Se observo que
la hidrdlisis de la caseina as1, la cual es mediada prin-
cipalmente por la quimosina, fue menor en los quesos
cuya temperatura de coccion fue de 56°C (Figura 1).
Los resultados de los perfiles electroforéticos
concuerdan con los obtenidos para la actividad coagu-
lante residual. Los quesos de 50°C, que mostraron
mayor actividad coagulante residual, también mostra-
ron una mayor degradacion de la caseina a.s1 con una
consiguiente mayor produccion del péptido as1-I (f24-
199). Ademas, el contenido de nitrégeno en las fraccio-
nes solubles resultdé menor en los quesos tratados a
56°C que en los tratados a 50°C (Tabla 1). Se observd
una influencia significativa (p<0,09) del tipo de coagu-
lante utilizado, especialmente en las fracciones nitroge-
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nadas y en los perfiles peptidicos (Figura 2); ambos
indicadores mostraron que la quimosina de camello fue
levemente menos proteolitica que la quimosina bovina,
lo que se evidencio principalmente a los 56°C. Sin
embargo, esas diferencias resultaron menores que las
debidas a la temperatura de coccidn.

Comparando el tipo de coagulante ensayado,
se pudo observar que los quesos elaborados con qui-
mosina de camello presentaron menor protedlisis
durante la maduracion, lo cual fue verificado por meno-
res niveles de ciertos indices de protedlisis en los mis-
mos. Una tendencia similar fue obtenida por Bansal et
al. (2009) en quesos Cheddar elaborados con estas
mismas enzimas coagulantes, al comprobar que la uti-
lizacion del coagulante de camello condujo a menores
niveles de protedlisis en comparacion con la quimosina
bovina.
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A

FIGURA 2 - Perfiles peptidicos de los quesos durante la maduracion. Quesos elaborados con quimosina de came-
llo (CA) y quimosina bovina (CH) A) a 50°C y B) a 56°C. Los Ovalos marcan la menor protedlisis evidenciada a los
56°C cuando se utilizé el coagulante CA comparado con CH.
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SEGUNDA EXPERIENCIA

El tratamiento con APH no modificé la composicion
quimica de los quesos ni el pH, pero se observaron
diferencias significativas (p<0,05) en los recuentos
microbioldgicos. En efecto, se verificd que los quesos
tratados a 400 MPa presentaron al inicio de la madura-
cion, recuentos de los microorganismos del fermento
inferiores a los de los quesos controles y tratados a 100
MPa (Tabla 2). La disminucion en los recuentos debido al
tratamiento con APH, puede indicar inhibicion del creci-
miento de los microorganismos, por dafio en la pared

celular, o la autolisis del fermento (Malone et al., 2002;
O'Reilly et al., 2002). El dafio en la pared celular puede
ser sub-letal, y por lo tanto, los microorganismos pueden
recuperarse y multiplicarse luego de la presurizacion
(Wick et al., 2004; Moschopoulou et al., 2010).

Los quesos tratados a 400 MPa durante 10
min exhibieron una actividad de plasmina significativa-
mente mayor (p<0,05) que el resto, mientras que no se
observaron diferencias debidas al tratamiento con APH
en la actividad coagulante residual. El seguimiento de la
proteolisis mostrd que los quesos tratados a 400 MPa

TABLA 2 - Valores (promedio + error estandar de las cuatro réplicas de quesos) de lactobacilos terméfilos y mesofi-
los (log10cfu/g), actividad de plasmina (nmoles of AMC liberados por g de materia seca), actividad coagulante (nmol
de producto liberado por h'y por g de materia seca), aminodcidos libres totales (mg de AA por 100 g de queso).
Item Tratamiento APH
Tiempode | T1 T2 T3 T4 SE
maduracion
Tactchadl 1 8,72 8,58 8,89 7,69 6,89
aciphac o 45 341 3.32 3.60 | 3.12 3.35 032
termofilos
90 0,80 0,83 0,83 0,85 0,84
- — 1 8,04 8.13 8.67 7,82 7,65
¢ -
i 45 6,79 6,78 | 666 | 1720 7,30 0,16
mesofilos
90 6,29 6,69 6,72 7.01 6,91
ctividad d ] 6,04 7,80 8,37 9,63 18,83
tivi
b 45 3.96 5.75 5.64 8.24 1011 0,60
plasmina
90 3,73 5,28 5,88 10,32 12,91
PR 1 158,85 164,59 157,87 165,90 182,28
SLypcs 45 19671 | 21328 | 25330 25984 29281 24.04
coagulante
90 198,86 | 216,80 |190,22| 203,03 202,46
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FIGURA 3 - Evolucion del NS-pH 4,6 y del NS-TCA (A 'y B) ambos expresados en relacion al NT, y de los AAL tota-
les (C) en funcion del tiempo de maduracion. Las flechas sefialan el tiempo al cual las muestras tratadas con APH
alcanzaron los mismos valores de ambas fracciones solubles que los quesos controles.
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presentaron una mayor hidrolisis de las caseinas as1y
B vy niveles significativamente mayores (P<0,05) de
nitrégeno en las fracciones solubles (Figura 3). Los
resultados del andlisis de los perfiles peptidicos tam-
bién mostraron una aceleracion de la maduracion atri-
buible a la aplicacion de los tratamientos a 400 MPa
(datos no presentados). Se observo que las muestras
tratadas a 400 MPa durante 10 min alcanzaron aproxi-
madamente a los 60 dias de maduracion los mismos
niveles de nitrdgeno en las fracciones solubles y amino-
acidos libres totales que las muestras control al final de
la maduracion (90 dias) (Figura 3). Los tratamientos a
100 MPa, independientemente del tiempo de manteni-
miento de la presion, no provocaron cambios relevan-
tes en ninguno de los parametros evaluados con res-
pecto al control, a excepcion de un incremento en el
nitrdgeno soluble en acido tricloroacético (NS-TCA).
En este trabajo, en general, los indicadores de
protedlisis evaluados demostraron que esta transfor-
macion bioquimica principal de la maduracion fue afec-
tada por el tratamiento con APH. El efecto resulté mas

notorio cuando el nivel de presion aplicada fue 400
MPa, ya que se verifico en indicadores no especificos
como la fraccion soluble a pH 4,6, y se correspondio
con los resultados de la electroforesis, con una mayor
intensidad en la fraccion as1-1y en las fracciones de y-
caseinas, especialmente a los 45 dias de maduracion.
La mayor intensidad de y-caseinas se correspondio con
la mayor actividad de la plasmina en los quesos en los
que se aplico esa presion. También los perfiles peptidi-
cos de las muestras tratadas a mayor presion se dife-
renciaron del resto, lo que evidencié una mayor prote-
Olisis secundaria en los quesos T3y T4. El esfuerzoy la
deformacion a la fractura de los quesos tratados a 400
MPa fueron mayores que en el resto de las muestras al
inicio de la maduracion, mientras que es0S quesos pre-
sentaron valores inferiores de elasticidad y la cohesivi-
dad durante todo el periodo de almacenamiento (Figura
4). El mantenimiento de los valores de estas propieda-
des durante el almacenamiento puede atribuirse a la
mayor prote6lisis evidenciada en los quesos tratados a
400 MPa.
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FIGURA 4 - Evolucion de la deformacion a la fractura (ef) (A), esfuerzo a la fractura (of) (B), elasticidad (C)y cohe-
sividad (D) durante el tiempo de maduracion de los quesos control y tratados. Cada punto representa un valor pro-
medio de las cuatro réplicas de elaboracion. Los 6valos muestran las diferencias significativas (p<0,05) en ef y of
entre las muestras tratadas a 400 y el resto, al inicio de la maduracion.
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Los pardmetros cromaticos no resultaron afectados por
el tratamiento con APH. El panel entrenado, en las
sesiones de analisis sensorial, sefialo que a los 45 dias
de maduracion, los quesos tratados a 400 MPa presen-
taron valores mas intensos que las demas muestras en
los atributos gusto salado y flavour tipico. En un estu-
dio previo, en el cual se evaluaron los atributos senso-
riales que caracterizan a un queso Reggianito maduro,
se encontrd que el flavour genuino y gusto salado fue-
ron los mas importantes (Ceruti et al.,, 2014). Los que-
sos tratados a la mayor presion (400 MPa), alcanzan a
los 45 dias de maduracion una intensidad superior a los
quesos controles y tratados a 100 MPa. En sintesis: los
atributos que caracterizan a un queso maduro fueron
mas intensos en los quesos tratados a 400 MPa a los
45 dias de maduracion que en los controles y los trata-
dos a 100 MPa. El efecto del tiempo de mantenimiento
de la presion no fue significativo en los parametros de
textura y en los atributos sensoriales evaluados, a
excepcion de la elasticidad, en la cual las muestras tra-
tadas a 400 MPa durante 10 min tuvieron un valor
menor que las tratadas durante 5 min.
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CONCLUSIONES

Los resultados de la primera experiencia permiten con-
cluir que una modificacion sencilla en la tecnologia de ela-
boracion de queso Reggianito, como la disminucion de la
temperatura de coccion, fue eficaz para incrementar la
actividad residual de la enzima coagulante, con la consi-
guiente aceleracion de la protedlisis y peptidolisis en los
quesos. El reemplazo de la quimosina bovina por quimo-
sina de camello no presentd ventajas en este sentido.

En cuanto a la utilizacion de la tecnologia APH,
se evidenci6 que un tratamiento de 400 MPa durante 10
min fue efectivo para acelerar la maduracion del queso
Reggianito a través del incremento de la protedlisis y la
peptiddlisis. Los quesos tratados a la mayor presion
mostraron una aceleracion en el desarrollo de los atri-
butos sensoriales de un queso maduro.

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