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1. INTRODUCCION

“Actualmente, la queseria sigue siendo una mezcla de “arte y ciencia” en la
que, aunque mucho queso se produce en industrias controladas por ordenador,
basandose en la estricta normalizacion para manipular los grandes voliimenes de
leche utilizada, la produccion de queso de maxima calidad, atin yace en la innata

destreza del maestro quesero” (Robinson y Wilbey, 2002).

El arte de la queseria es casi tan antiguo como la civilizacion. Se estima que
este producto tiene su origen fortuito en la costumbre mediterrdnea de
transportar la leche en odres hechos con las pieles de animales o con sus
estdbmagos y vejigas. Mdas tarde, a medida que fueron pasando los siglos, la
elaboracion del queso se fue modificando y refinando, manteniéndose como una
actividad artesanal hasta que a principios del siglo XX se empezaron a aplicar las

bases cientificas permitiendo su fabricacion a gran escala.

Hoy en dia existe una gran diversidad de variedades de queso, que a pesar
de que comparten una tecnologia basica comun, experimentan pequefios cambios
en sus condiciones de elaboracion dando lugar a importantes diferencias en el

producto final (Varnam y Sutherlan, 1995).

Consecuentemente, el objetivo del fabricante de queso no debe centrarse
solamente en mantener y mejorar la calidad de las variedades existentes y disefiar
nuevos métodos de manufactura, sino también en adquirir nuevos conocimientos
basicos, al objeto de expresar su creatividad y desarrollar tecnologicamente
nuevas variedades que satisfagan los hdbitos alimentarios cambiantes (Scott,
2002).
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1.1. QUESOS DE CABRA

La produccion de leche de cabra esta limitada por los escasos medios
tecnoldgicos disponibles en muchos paises. Esto dificulta su industrializacion a
gran nivel, por la reducida gama de productos elaborados con este tipo de leche
(Juarez et al., 1991).

El 20,76% de la produccién mundial de leche de cabra en 2005 se produjo en
la zona occidental de Europa, siendo Espana el tercer pais productor (con 465.000
Tm) por detras de Francia (587.000 Tm) y Grecia (495.000 Tm). En cuanto a la
evolucion de la producciéon mundial de leche de cabra se observa que en los
ultimos 30 afnos ha experimentado una evolucidon ascendente, siendo la

produccién actual casi el doble que hace 30 anos.

Tabla 1. Evolucion de la produccion lactea en Espafia entre 1990 y 2008 de las principales
especies productoras expresada en millones de litros

Ano
1990 1995 2000 2005 2008
Leche vaca 5650 6017 6107 6370 6157
Leche oveja 320 226 392 408 427
Leche cabra 473 316 439 472 490
TOTAL 6442 6559 6937 7250 7074

MARM, 2009

En Espafia la produccion de leche de cabra se encuentra en segundo lugar,
por detras de la leche de vaca, y ha experimentado un aumento de su produccion
en los ultimos afos, contrariamente al descenso sufrido por la primera (Tabla 1).
Del total de queso producido en Espana en el ano 2004 sélo el 4,9% correspondio
a queso de cabra. El escaso desarrollo en la fabricacion de este tipo de queso se
debe a factores como la estacionalidad en la produccion de leche, la desconfianza
sanitaria de muchos consumidores hacia los productos elaborados con leche de
cabra asi como, a la utilizacién de esta leche en la fabricacion de los denominados
quesos de mezcla (Pino, 2007). Sin embargo este hecho esta cambiando, tal y como
se puede observar en la Tabla 2 y Figura 1. La producciéon de queso de cabra ya

supera a la producida con leche de oveja, siendo sin embargo similares las
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producciones de ambos tipos de leche. El destino de la leche de cabra en Espafia
es casi exclusivamente la industria transformadora para la fabricacion de queso,
aunque sOlo unas pocas variedades de éstos presentan niveles de produccion y
comercializacion apreciables, suponiendo alrededor del 3% del total de quesos
consumidos (Franco et al., 2001).

Tabla 2. Evolucion de la produccién de leche en (1000 Tm) y queso (en 1000 Tm) en
Espafa desde el afio 2002 al 2005 para las principales especies productoras
Ano
2002 2003 2004 2005

Leche Queso Leche Queso Leche Queso Leche Queso
Vaca 5967.0 1256 59149 1344 5921.5 130.0 6361.8 83.9
Cabra 375.9 15.5 369.0 13.1 378.0 14.9 468.6 41.8
Oveja 348.6 354 351.3 36.8 357.3 37.3 409.2 19.6
TOTAL 6691.5 289.1 6635.2 2984 6656.8 303.7 7239.6 145.3
MARM, 2009
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Figura 1. Evolucion de las producciones de leche y queso en Espana para las principales
especies productoras

Espafia, ademas de producir en sus queserias quesos con tecnologias de
elaboracion adaptadas de quesos extranjeros de gran difusidn, se precia de poseer
una amplia variedad de quesos tradicionales distribuidos a lo largo de su
geografia (Carballo et al., 1994).

En el Catdlogo de Quesos del Ministerio de Agricultura Pesca y
Alimentacion de 1990, se recogen las casi cien variedades de quesos existentes en

Espafia, de las cuales 27 se elaboran con leche pura de cabra.
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De todos ellos, sdlo unos pocos poseen Denominacion de Origen o
Denominacion de Calidad, mientras que el resto pertenecen al grupo de los
llamados quesos artesanos o tradicionales, con tecnologia poco conocida, y que se

tratan de producciones artesanas (Yubero, 1985).

Ultimamente se estan desarrollando tecnologias para la obtencién de quesos
curados o semicurados. Es el caso del queso de Murcia al Vino, que es un tipo de
queso que no proviene de una elaboracion tradicional sino que se empieza a

elaborar hace aproximadamente dos décadas.

En la Figura 2, se muestran las variedades de quesos de cabra que se
elaboran en Espana, diferenciando aquéllos que poseen Denominacion de Origen,

Denominacion de Calidad o que son quesos tradicionales.

DE adlp

OO E.JF__IRO

e 2

-~ /  DETERERIFE
'_J¢ Quesas tradicionales M AOIRERO
Q <

HERREND
J—\' Quesiscon Denominacion de Calidad .

f ' Quesos con Denominacidn de Origen

Figura 2. Distribucion geografica de los quesos de cabra elaborados en Espana
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La industrializacion y el desarrollo de la tecnologia quesera favorecen que
las producciones de queso se extiendan, manteniendo, al mismo tiempo, los

criterios de calidad y la personalidad de cada variedad (Carretero et al., 1992).

Otro de los motivos por el cual se elaboran pocos quesos de leche de cabra
de manera industrial puede ser la falta de publicaciones con informacién técnica
sobre ellos, en contraste con la abundancia de datos sobre aspectos tecnologicos y
la bioquimica de la maduracién de los quesos de leche de vaca y oveja (Fresno et
al., 1997).

Un mejor conocimiento de las caracteristicas bioquimicas y de la
microbiologia de los quesos podria favorecer la mejora de la tecnologia de
elaboracion, y ayudar a obtener una calidad constante del producto capaz de ser
introducido satisfactoriamente en los mercados nacionales e internacionales
(Fresno et al., 1997).

1.1.1. Tecnologia de la elaboracién del queso

Desde el punto de vista tecnoldgico, la transformacion de la leche en queso,
tradicionalmente se puede dividir en varias etapas comunes, si bien, segun la
variedad de queso, estas etapas se pueden ver sometidas a pequefias

modificaciones en intensidad, duracién, nimero y orden.

Las fases de elaboracion del queso se pueden resumir en las siguientes

etapas:

1. Tratamientos previos. Son el conjunto de operaciones a las que se somete

la leche que se va a utilizar en la fabricacion del queso. Se realizan antes de la
elaboracion de queso, y basicamente estan destinadas a la limpieza (tamizado,
filtrado y clarificacion por centrifugacién), normalizacion o estandarizacion
(desnatado, adiciéon de caseina en polvo, concentracion y ultrafiltracion),
conservacion e higienizacion de la leche (refrigeracion, termizacion,
pasteurizacion, bactofugado, microfiltracion y tratamiento por altas presiones).
En esta fase es también importante la adicién de cultivos iniciadores, sales calcicas
(CLzCa) y otros aditivos, que intervendran de manera decisiva en la elaboracién y

posterior maduracién del queso.
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El cultivo iniciador se afiade a la leche previamente calentada antes de
anadir el coagulante, de tal manera que produzca una acidificacion de la leche. La
intensidad de esta acidificacion determina la naturaleza y evolucién de la cuajada,

asi como su grado de mineralizacidn.

Por tanto, la acidificacion de la leche afecta: a la actividad coagulante del
cuajo, al grado de retencion del coagulante en la cuajada, a la consistencia de la
cuajada y grado de sinéresis de la misma, al grado de solubilizacién del fosfato
calcico en la cuajada y a la inhibicion del crecimiento de bacterias indeseables
(bacterias lacticas no pertenecientes al cultivo iniciador, patdgenas o productoras

de gas).

2. Coagulacion. Se trata de la desestabilizacion de la fase micelar por adicion
de enzimas y/o acidos que determinan la gelificacion de la leche, atrapando en su

interior el agua, los globulos grasos y las bacterias.

La acidificacion (coagulacion lactica) o la accidn del coagulante (coagulacion
enzimatica) rompen el equilibrio coloidal en el que se encuentran las particulas de
fosfocaseinato calcico de la leche. Este ultimo precipita y da lugar a la formacion

de un gel tridimensional llamado cuajada.

A pesar de que la coagulacion enzimatica de la leche es la mas empleada en
la elaboracion de la mayoria de los tipos de queso, en realidad se produce una
coagulacién mixta, con predominancia de un tipo u otro de coagulacion

dependiendo de la variedad de la que se trate.

Existen multitud de productos enzimaticos que pueden utilizarse para
coagular la leche. De la correcta elecciéon del coagulante dependeran las
caracteristicas de la cuajada, asi como el rendimiento quesero y la calidad

sensorial final del mismo.

Mas adelante se describen de manera mas detallada los tipos de coagulantes

empleados en la elaboracidon de queso.

3. Desuerado. Se corresponde con la sinéresis y la separacidon de las fases
solida y liquida con obtencién de la cuajada. Permite la regularizacion de la
humedad y de la acidez de la cuajada gracias a la pérdida de minerales y de
lactosa que se produce. Se inicia con el corte del gel, tras el cual, el proceso se

regula mediante agitacion y/o tratamiento térmico adecuados.
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El corte de la cuajada se realiza con liras o cortadoras de multiples cuchillas,
y debe hacerse lentamente para no deshacer el codgulo, obteniendo granos
regulares que desueren facilmente. La masa obtenida se agita y recalienta
provocando la contracciéon de la matriz proteica y favoreciendo la eliminacién de
suero. Ademas, al acelerar el metabolismo de las bacterias lacticas retenidas en la
cuajada, aumenta la produccién de acido lactico y disminuye el pH, lo que facilita

la retraccidn de particulas y por tanto la nueva expulsion de suero.

4. Moldeado. Se produce el llenado de los moldes con la cuajada obtenida
tras la separacion de la mayor parte del suero. Los moldes son de PVC de facil
limpieza y desinfeccion que pueden ser microperforados o lisos, en cuyo caso
necesita colocar una gasa como revestimiento, de manera que se facilita el

desmoldado posterior de las piezas.

5. Prensado. La cuajada, en el interior de los moldes, es sometida a presion
por gravedad (autoprensado) o a presidn externa, que proporciona la forma
definitiva al queso, permite un desuerado complementario y facilita la
estabilizacion del pH previamente a la maduracion. Este prensado suele repetirse
varias veces, volteando los quesos para evitar que queden las marcas de los

panos.

6. Salado. Es una de las etapas mas importantes de la fabricacién del queso.
Consiste en adicionar NaCl a la cuajada, a fin de completar el desuerado,
contribuir a la formacion de la corteza, disminuir la actividad de agua,
impidiendo el desarrollo de microorganismos indeseables y potenciar el sabor y

aroma propio del queso, enmascarando sabores extranos.

Hay diferentes métodos de realizar el salado de los quesos (en seco, en
masa, por impregnacion a vacio) pero es habitual que se realice mediante
inmersion en salmuera. Por diferencia de concentraciones, la sal difundirad en la

pasta, provocando una deshidratacién de la cuajada hacia la salmuera.

7. Maduracién. Es un proceso de transformacion de la cuajada mediante
oreo en condiciones controladas de humedad y temperatura. Estas
transformaciones bioquimicas de la cuajada (glicolisis, proteolisis y lipdlisis)
determinan las caracteristicas propias de cada variedad de queso; y que van a
estar condicionadas por factores como: composicion quimica de la cuajada, tipo y

cantidad del coagulante utilizado, de los microorganismos presentes en ella, y de
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las condiciones de temperatura, presiéon y humedad relativa de las cdmaras de

maduracion.

1.1.2. Coagulantes vegetales

En la fabricacion de cualquier variedad de queso siempre se hace necesaria
la agrupacién de las caseinas presentes en la leche fresca. Esta coagulacion se
puede conseguir de diferentes maneras, bien por una acidificaciéon de la misma,
bien por adicion de agentes especificos como el cuajo o diferentes coagulantes

vegetales (ramas de higuera, flor del cardo, azafran silvestre, etc,...).

La coagulacion tradicional de la leche con el cuajo, se produce en dos etapas
(Dalgleish, 1992). La primera es la fase enzimatica, durante la cual las enzimas
proteoliticas contenidas en el cuajo atacan a la k-caseina. En la segunda fase, se
produce la coagulacion de las micelas que han sido desestabilizadas por el ataque

enzimatico anterior.

Las diferentes caseinas de la leche, no estan homogéneamente distribuidas
en la particula; en concreto, la k-caseina esta localizada principalmente en la
superficie de la micela. Esta k-caseina consta de dos regiones: una hidrofdbica
conocida como para-k-caseina (residuos de aminodacidos del 1-105) y una
hidrofilica, el casein-macropéptido (residuos del 106-169). En su posicion natural
sobre la superficie de la micela, la k-caseina se une al resto de la misma por la
parte hidrofobica, quedando el casein-macropéptido en superficie, interactuando
con el solvente. Las enzimas coagulantes de la leche cortan la k-caseina en la
unidn entre la para-k-caseina y el casein-macropéptido, es decir entre el residuo
Pheis y Metis. Cuando esto ocurre, el macropéptido difunde dentro del suero,
disminuye su actividad estabilizante y cuando ha sido hidrolizada una cantidad

suficiente de k-caseina las micelas coagulan, debido a su caracter hidrofdbico.

La renina o cuajo, que son un conjunto de endopeptidasas que integran los
fermentos gastricos de los mamiferos lactantes, ha sido tradicionalmente usada
para producir la coagulaciéon de la leche, al contener quimosina, que es la
responsable de hidrolizar especificamente el enlace Pheis-Metios de la k-caseina

bovina.
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Aunque existen diferencias entre las quimosinas de diferentes especies,
éstas se caracterizan por ser peptidasas gastricas neonatales con débil actividad
proteolitica y alta actividad coagulante de la leche (Foltmann y Szecsi, 1998).
Debido a la escasez y al alto costo de las peptidasas gastricas fetales o neonatales
de mamiferos, se ha intensificado en los ultimos afios la busqueda de nuevos

coagulantes de la leche.

Varias peptidasas de plantas son capaces de coagular la leche, aunque la
mayoria son inapropiadas para la produccion de quesos debido a su alta
actividad proteolitica, que produce la degradacién del coagulo. La falta de
especificidad produce por una parte, proteolisis durante la fabricaciéon y por
tanto, una pérdida de rendimiento quesero; pero también durante la maduracion,
ocasiona proteolisis excesivas o atipicas que dan origen a problemas de textura o

de flavor.

Muchas son las enzimas vegetales que han sido investigadas. Gupta y
Eskin (1977) estudiaron la actividad coagulante de la leche de extractos
parcialmente purificados de Benincasa cerifera. Yamaguchi et al. (1982) detectaron
alta actividad proteolitica en jenjibre, espdrrago y en frutos tales como higo, kiwi
y anand. Se han estudiado las peptidasas presentes en hojas de Calotropis procera,
Aword y Muller (1987), en semillas de Oryza sativa, (Asakura et al., 1997), en tallos
de Dieffenbachia maculata (Padmanabhan ef al., 1993), en semillas, hojas y flores de
Onopordum turcicum (Tamer, 1993) y en flores de Centaurea calcitrapa (Tavaria et
al., 1997), pero so6lo unas pocas estan siendo utilizadas en la elaboracion de
quesos, debido a que las diferencias en la estabilidad y en el pH 6ptimo de las
peptidasas utilizadas pueden hacer necesario modificar el proceso de elaboracion.

El coagulante vegetal crudo, obtenido fundamentalmente a partir de flores
de cardos de las especies Cynara cardunculus y Cynara humilis, se ha utilizado con
gran éxito como coagulante de la leche en la elaboracién de algunas variedades de
quesos de oveja espafiolas, como el queso de los Pedroches (Fernandez-Salguero y
Sanjuan, 1999; Tejada et al., 2007), el queso de La Serena (Fernandez del Pozo et al.,
1988a) o el queso “Torta del Casar” (Poullet et al., 1991); y portuguesas, como el
queso Serra (Macedo et al., 1993 o el Picante (Freitas y Malcata, 1998). Estos
quesos, que presentan unas caracteristicas organolépticas peculiares muy

apreciadas por el consumidor, tienen la ventaja de estar elaborados con
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proteinasas vegetales obtenidas de forma natural, y ademads, pueden ser

destinados al mercado de productos vegetarianos.

Del C. cardunculus se han aislado tres proteinasas acidas, denominadas
“cinarasas” o "ciprocinas", que han sido purificadas y parcialmente caracterizadas
(Heimgartner et al., 1990; Faro et al., 1992). Se trata de tres proteinasas que exhiben
su maxima actividad proteolitica a los pH de 51, 57 y 6,0 a diferentes
temperaturas y bajo fuerzas ionicas equivalentes de 0,1 a 0,6M de NaCl (Faro et
al., 1992) por lo que se trata de proteasas acidicas pertenecientes al tipo de las
proteinasas asparticas denominadas "ciprocinas" 1, 2 y 3 (Cordeiro et al., 1992 y
1994), siendo la ciprocina 3 la que muestra caracteristicas mas parecidas a la
quimosina. Las ciprocinas o cinarasas procedentes de C. cardunculus también han
sido denominadas cardosinas habiéndose aislado dos fracciones denominadas
cardosina A y B, siendo la primera similar a la quimosina mientras que la

segunda es similar a la pepsina.

Estas enzimas vegetales presentes en el estilo de las flores del cardo ejercen,
al igual que lo hace la quimosina de ternera, un efecto proteolitico especifico
sobre la k-caseina, la proteina que acttia como coloide protector de la micela de
caseina de la leche, que conlleva por efecto de su hidrdlisis, la formacién de la
cuajada. Son enzimas vegetales que, ademas del efecto coagulante, tienen un
eficaz efecto proteolitico, muy importante para el desarrollo de la maduraciéon del

queso aportandole unas caracteristicas genuinas.

Estas caracteristicas organolépticas “sui generis”, se traducen en una textura
mas fina y una mayor untuosidad en la degustacion, asi como en la fortificacion
del aroma y el sabor (Tejada et al., 2007). Ademas, estan claramente provocadas
por la mayor extensién proteolitica que sufren los quesos elaborados con
coagulante vegetal, ya desde los primeros estadios madurativos, y que sin duda
se debe, a que las cinarasas presentan mayor actividad proteolitica que la

quimosina del cuajo animal (Tejada y Ferndndez-Salguero, 2003).

Todos los estudios sobre la utilizacion de las enzimas del C. cardunculus
concuerdan en que producen una proteolisis mas rapida que cuando se utiliza
cuajo animal (Nufiez et al., 1991; Sousa y Malcata, 1997a; Tejada, 2001; Sanjuan et
al., 2002; Tejada y Fernandez-Salguero, 2003; Pino, 2007 o Galan, 2008). También

se sabe que la actividad coagulante de estas enzimas es mas alta en leche de oveja,
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indicando que las enzimas procedentes del cardo presentan una hidroélisis mas

especifica en las proteinas de leche de oveja y cabra (Cordeiro et al., 1994).

También es interesante mencionar los estudios de autores como Llorente et
al. (2004) y Sidrach et al. (2005) que han aislado, purificado y caracterizado unas
proteinasas asparticas de las alcachofas (otra planta de la familia Cynara, la Cynara
scolymus L. cv. Green Globe);, concretamente, de sus flores maduras e inmaduras,

del papus y de las hojas adultas.

Estas peptidasas, llamadas scolyminas, presentaban caracteristicas similares
a las cardosinas del Cardunculus; asi, manifestaban su maéaxima actividad
proteolitica a pH 5, y la secuencia amino terminal de su subunidad B presentaba

una alta homologia con la subunidad menor de la cardosina A.

Estas caracteristicas sugieren que existe una gran similitud entre las dos
enzimas, lo que permite considerar su potencial para utilizarla en la fabricacion
de quesos, ya que in vitro se ha comprobado que estas proteinasas asparticas
extraidas de la alcachofa rompen la k-caseina en el mismo enlace peptidico
(Pheis-Metios) que la quimosina y otras proteinasas fingicas y microbianas. Pero,
a pesar de haberse demostrado la posible utilidad de estas enzimas en la
fabricacién de quesos, aun no se ha realizado ningun trabajo que estudie el efecto
que estas cinarasas o scolyminas pudieran tener sobre las caracteristicas

fisicoquimicas, bioquimicas y organolépticas de los quesos obtenidos.

La utilizacion de extractos acuosos crudos de las flores del cardo C.
cardunculus planteaba problemas sanitarios y tecnoldgicos. En relacion a los
primeros, la falta de seguridad alimentaria se correspondia con los altos recuentos
que presentaba en gérmenes viables totales, enterobacterias y coliformes (Tejada,
2001). En cuanto a los tecnoldgicos, el principal problema era que no se podian
utilizar estos extractos de forma estandarizada, entre otros factores porque: se
podian recolectar junto a otras especies de cardos sin actividad coagulante o
diferente (Ferndndez-Salguero y Gomez, 1997; Sanjuan y Fernandez-Salguero,
1994), porque se podia comercializar con impurezas lo que impediria el poder
utilizar siempre la misma cantidad de enzima para coagular la leche, o porque las
flores recolectadas en diferentes estadios de floracidon, temporada, etc,...podrian
originar diferencias en sus actividades coagulantes. Para resolver estos problemas

Fernandez-Salguero et al. (2000) desarrollaron y patentaron un producto
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liofilizado a partir de los extractos acuosos de las flores desecadas, utilizdndolo
como coagulante vegetal. La obtencion de este coagulante estandarizado e
higiénico permite la elaboracion de partidas de queso mds uniformes, mejorando
su calidad microbioldgica, sin modificar significativamente las caracteristicas
bioquimicas, fisico-quimicas y sin que se pierdan las excelentes cualidades
sensoriales que caracterizan y diferencian a los quesos elaborados con coagulante

vegetal (Fernandez-Salguero et al., 2002; Tejada y Fernandez-Salguero, 2003).

La utilizacion del coagulante vegetal en la elaboraciéon de quesos de leche de
cabra aun no estd muy extendida, entre otras causas porque tradicionalmente se
le conferian a estos quesos, de forma totalmente injustificada, un intenso y
desagradable sabor amargo debido a la acumulacion de ciertos péptidos amargos.
Este fendomeno tan sélo se ha detectado en quesos de leche de vaca elaborados con
coagulante vegetal, donde las cinarasas actuan de forma mas intensa que la
quimosina sobre las regiones voluminosas e hidrofobicas de la asl-caseina y la 8-
caseina, hidrolizando todos los enlaces peptidicos y produciendo péptidos
potencialmente amargos (Barbosa et al., 1976; Macedo et al., 1993b y 1996). En
quesos elaborados con leche de oveja o cabra, debido a las diferencias existentes
entre las caseinas de estas especies con respecto a las de la leche de vaca, y por la
especificidad de las cinarasas, la formacién de estos péptidos no es tan patente, y

por tanto, no se manifiesta tan intensamente el sabor amargo.

Actualmente, el coagulante vegetal se utiliza de forma exitosa, en la
elaboracion de algunos quesos de cabra del suroeste espafiol, como el queso Los
Ibores. No obstante, los estudios realizados para determinar el efecto de estas
proteinasas vegetales sobre las caracteristicas fisico-quimicas, bioquimicas,
microbioldgicas y sensoriales durante la maduracién de quesos elaborados con
leche de cabra son auin muy escasos. Tan sélo se ha estudiado el efecto del
coagulante vegetal fresco sobre las caracteristicas bioquimicas de una variedad de
queso de cabra portugués (Sousa y Malcata, 1997b), y en variedades de queso
espafniolas como el queso de Los Pedroches elaborado con leche de cabra (Pino,
2007) obteniéndose resultados muy alentadores, no habiéndose estudiado en

ninguna otra variedad de queso.
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1.1.3. Quesos de cabra con Denominacién de Origen

Los quesos con Denominacion de Origen tienen un prestigio reconocido, ya
que para poder acceder a ella hay que tener razones sdlidas de calidad, tradicion,
conocimiento y normas estrictas de cumplimiento que son vigiladas por 6rganos

eficaces como son los Consejos Reguladores.

Actualmente son cinco las variedades de quesos de cabra espafolas
acogidas a la Denominacion de Origen Protegida. Son el queso Majorero, el
Ibores, el Palmero, el queso de Murcia (que integra dos variedades, el fresco y el
curado) y el queso de Murcia al Vino. A continuaciéon se presentan sus
caracteristicas principales, obtenidas de los pertinentes Consejos Reguladores

reconocidos por el Ministerio.
1.1.3.1. Queso Majorero

Se trata de un queso madurado, de pasta prensada y forma cilindrica con
una altura de 6 a 9 cm y un diametro entre 15 y 35 cm, con pesos comprendidos
entre 1y 6 Kg.

Para la elaboracidon de este queso se utiliza la leche de la cabra Majorera,
coagulada por la adicién de cuajo proveniente de estdémagos desecados de baifo
(cabrito) y mantenidas entre 28° y 32° C durante un periodo aproximado de una

hora.

Una vez obtenida la cuajada, se corta hasta obtener un tamano de grano
entre 5 y 15 milimetros de diametro, se desuera, y la pasta semiprensada
resultante, se introduce en pleitas de palma o plastico o en moldes plasticos o
metdlicos inoxidables, que imiten el dibujo de pleita tradicional hecha con hojas
de palmera trenzada, y con el tamafio adecuado para que los quesos, una vez
madurados, presenten la forma, dimensiones y peso que son peculiares en los

mismos.

La salazon sera humeda o seca, utilizandose sal marina, y el madurado se
realiza en la quesera, en el cafnizo o sobre tablas y siempre en un lugar fresco y

ventilado y con poca luz, con precaucion de darle vuelta cada poco tiempo.

El curado, se hace untando con grasas o aceites (mejor de oliva) e incluso

con grasa de queso y mohos de curados anteriores. A continuacion se afiade un
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producto que cierre los poros o respiracidon del queso, para que no se pierda peso

y gane calidad.

El color es blanco en los quesos tiernos, y pardo amarillento en los curados.
Al corte, la pasta es compacta, de textura cremosa y de color blanco a marfilefio,
generalmente sin ojos. El sabor es acidulo y algo picante.

Presenta valores medios de extracto seco del 53,4%, y de 41,16% de proteina,
46,78% de grasa, 3,26% de acido lactico, 4% de cenizas, 3,7% de sal, 2% de calcio y
1% de fosforo (referidos a porcentaje sobre la materia seca) (Fernandez-Salguero
et al., 1981).

1.1.3.2. Queso de los Ibores

Es un queso graso, de coagulacién enzimatica, con forma cilindrica, caras
sensiblemente planas y superficie perimetral plano convexa. Con una altura de 5

a 9 cm, un didmetro de 11 a 15 cm y un peso que oscila de 650 a 1.200g.

En su elaboracién se utiliza la leche cruda de las razas Serrana, Verata y
Retinta, que se coagula con cuajo animal u otras enzimas coagulantes a una
temperatura entre 28-32°C con un tiempo de cuajado de 60-90 minutos. Tras eso,
se produce el corte de la cuajada, su moldeado, prensado y salazdn, bien seca o
humeda; y se procede a su maduracion como minimo de 60 dias, en cdmaras con

una temperatura entre 4-15°C y una humedad relativa superior al 75%.

La pasta es semidura, de color blanco marfil, y presenta ojos desigualmente

repartidos.

Composicidon grasa minima 50% sobre extracto, proteina total minimo 30%
sobre el extracto seco, el extracto seco tiene un minimo del 50%; un pH minimo

del 5,2 y el cloruro sddico maximo es el 4% (Franco et al., 2001).
1.1.3.3. Queso Palmero

El Queso Palmero es un queso graso, presenta forma cilindrica, con las caras
planas, altura de 6 a 15 centimetros, y un didmetro entre 12 y 60 cm. Con un peso
entre 0,75y 15 Kg.
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Este queso se elabora a partir de leche cruda de cabra recién ordefada y

cuajo natural de cabrito, y se consume ahumado.

La leche recién ordenada se filtra y se coagula a una temperatura entre los
27°y los 33°C, por un tiempo medio de 45 minutos. Tras introducir las manos en
el caldero e ir obteniendo la cuajada bajo éstas, la cuajada se corta hasta obtener
un tamano de grano pequeno, que facilita el desuerado. Posteriormente se prensa
y se le da forma a través de unos aros denominados empleitas, y se sala con sal

marina gruesa de las salinas de la isla.

Una vez hecho el queso se procede a su ahumado, a partir de la combustion
cascaras de almendras, tuneras y pinillo del pino canario. La maduracion se
realiza en cuevas, cocinas o locales acondicionados, y en este proceso, aparte de
las operaciones habituales de volteo, se suele untar la corteza con aceite de oliva o

gofio.

La pasta es de color blanco brillante, adquiriendo tonalidades marfilefas y
mates segun va madurando. La superficie y el corte estan libres de elementos de
ruptura tales como cavidades y grietas, pudiendo presentar pequefios ojos

repartidos al azar y en su mayoria de forma irregular.

Las caracteristicas quimicas seran variables segtn el grado de maduracion,
presentando los valores minimos de 17,50% de proteina, 35,10% de grasa/ES y un
48.50% de extracto seco (Anonimo, 2001).

1.1.3.4. Quesos de Murcia

1.1.3.4.a) Queso de Murcia, que integra las dos variedades: fresco y curado

El “queso de Murcia fresco” es un queso graso, elaborado con leche
pasteurizada, de pasta ligeramente prensada y no cocida, y no madurado.
Presenta forma cilindrica, altura entre 5-8 cm para el formato pequefio y entre 8-
12 cm para las piezas de 1-2 Kg, y con un didmetro entre 7-9 cm para el formato
pequeno y entre 12-18 para las piezas de 1-2 Kg. De corteza practicamente
inexistente, con grabados caracteristicos tipo pleita. De masa compacta al corte,
de textura blanda, poco salada y aroma suave. De color blanca intensa y

practicamente sin ojos (Andénimo, 2001).
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El “queso de Murcia curado” es un queso graso, de pasta prensada y no
cocida, que se comercializa a partir de los 60 dias de su elaboraciéon. Con forma
cilindrica y bordes rectos pero no vivos, con una altura entre 7-9 cm y didmetro
entre 12-18 cm. El peso de las piezas de 1-2 Kg aproximadamente. Corteza lisa
(sin grabados) y de color de céreo a ocre. De masa compacta al corte, textura
firme, aroma suave, de color blanca, tomando un ligero tono amarillento en los

quesos mas curados, con pocos y pequenos 0jos (Andénimo, 2001).

1.1.3.4.b) Queso de Murcia al Vino

Las caracteristicas y descripciones técnicas de este queso se veran mas

detalladamente en el apartado siguiente.

1.1.4. Queso de cabra de Murcia al Vino

Tradicionalmente la ganaderia caprina se ha encontrado ligada a paises en
vias de desarrollo, y dentro de ellos a las zonas mads pobres y marginales,
presentando connotaciones sociales muy importantes. En la Region de Murcia la
ganaderia caprina cumplia la doble finalidad de mantener asentamientos
humanos en lugares que otros sectores habian abandonado, evitando la posible
desertizacion de la zona y, por otra parte, la utilizacion de alimentos pastables

que otros sectores de las ganaderias “industriales” no utilizaban.

La mayor parte de la leche producida en la Regidon de Murcia se destina a su
trasformacion industrial, siendo minima la cantidad de ella destinada a su
consumo en fresco. Asi, y segin datos del MARM, de los 23.722.000 litros de leche
de cabra producidas en la Region, tan solo 276.000 litros (aproximadamente un
1%) se destind a autoconsumo, mientras que los 23.446.000 litros restantes fueron

comercializados para su transformacion.

En el afo 2007, habia censadas en Murcia 190.762 cabezas de cabras
(Consejeria de Agricultura y Agua de la Region de Murcia, 2009), siendo la
mayoria ganaderias puras, y el resto en rebafios mixtos con ovejas. La explotacion
de caprino en la Region de Murcia se basa en la utilizacion de la raza Murciano-
Granadina, de aptitud lactea reconocida. La produccion lactea media es de 530
litros de leche para hembras paridas mas de una vez y ordefiadas una vez al dia,

con un periodo de lactaciéon de 260 dias, y de 300 litros para las primiparas con
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200 dias de lactacion. Estas producciones estan sometidas a las variaciones
debidas a las diferentes formas de manejo, alimentacién o estado sanitario en que

se encuentren los rebanos (Poto, 1992).

Hasta hace pocos afios, en la Region no existia mucha tradicion quesera, y el
poco queso que se hacia lo elaboraba el propio ganadero hirviendo la leche de sus
cabras y afadiendo limoén o vinagre, destinandolo al autoconsumo. En la década
de los ochenta, y dentro de las lineas de actuacién de la Consejeria de Agricultura
Ganaderia y Pesca para rentabilizar las explotaciones de ganado caprino, se puso
en marcha en la Region el Plan para el Desarrollo de la Ganaderia Extensiva, con

programas de mejora en donde se proponian:

-Mejoras en la gestion de los ganaderos, estimulando la creacion de una
asociacion que les permitiera adquirir producto conjuntamente, y de esta manera,
abaratar costes y establecer un precio previo a la leche, mejorando las condiciones

de su comercializacién.

-La modernizacion de las explotaciones ganaderas con objeto de aliviar el

trabajo del ganadero y mejorar las condiciones sanitarias del rebario.

-Fomentar las queserias artesanales que transformaran la leche en productos
derivados produciendo un aumento en la demanda lactea dentro del mismo

nucleo, asi como el incremento del empleo en el sector.

La creacion de un queso de cabra tipico de la Regién de Murcia permitiria al
ganadero hacer frente a la situacion de oligopolio, por parte de las centrales
lecheras, en la que se encontraba a la hora de establecer el precio de la leche de
sus cabras, que era muy diferente segun se efectuase su venta en primavera o en
otofio (los precios bajaban en primavera y aumentaban en otofio), y que coincidia
con la mayor produccién que en primavera existia de la leche de vaca. La creacién
de un mercado transparente permitiria que los precios se determinaran por las

condiciones de la oferta y la demanda.

En 1988 la Consejeria de Agricultura, Pesca y Alimentacion firma un
convenio con la Asociacion de Fomento de Quesos Artesanos (A.F.Q.A.) eligiendo
al queso al vino como el representante del queso de cabra de Murcia, seleccionado

de entre otros, como el queso blanco de Murcia y el de la huerta de Murcia.
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El queso seleccionado tenia que cumplir tres condiciones: una presentacion
externa nueva y diferenciada, una pasta lavada para conseguir una textura blanda

y elastica y de un sabor suave, y algun atributo que recordara su origen murciano.

Para esta ultima premisa se penso en el lavado exterior de la corteza
durante su maduracidn, con vino tinto de la Region, de alto extracto seco, mucho
cuerpo y gran contenido de taninos, que podia colorear el queso y darle un cierto
aroma. De esta forma, se tipificaria el queso al vino como un queso de cabra
diferente con unos atributos comerciales que hicieran referencia a su origen y que,
pudiera diferenciarlo del centenar de quesos tradicionales que se podian

encontrar en Espafia.

Como consecuencia de la puesta en marcha de este plan y el fomento de la
instalacion de queserias en Murcia, se producen cambios en la cabana caprina de

la Region, que pueden resumirse en una serie de aspectos como son:

-Una disminucion, e incluso desaparicion de las explotaciones de tamafio

pequeno y medio.

-Aumento progresivo de la concentracion de animales en un menor nimero
de rebafios, pero de mayor tamano, lo que permite implantar mejoras como la
utilizacion de maquinaria de ordefio o la de la refrigeracion de la leche, asi como
la mejora de las instalaciones y de las condiciones higiénico-sanitarias de la

explotacion.

-Un incremento en el valor afadido del producto, consecuencia de la

transformacion de la leche de cabra en producto elaborado.

-La existencia de una correlacion entre los municipios que poseen un mayor
numero de cabezas de cabra con los lugares en donde se instalan las industrias

queseras.

-La aparicion de ganado caprino en zonas donde tradicionalmente no tenian

implantacion.

De esta forma, el nimero de queserias se vio incrementado, pasando de las
cuatro que existian al principio de los afios ochenta a las 23 que existen en la
actualidad, que llegan a transformar el 52% de los 23.772.000 litros de leche de
cabra producida en la Regién. De hecho uno de los factores que han permitido el

aumento de la produccion de quesos de Murcia ha sido el crecimiento
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experimentado en las explotaciones caprinas de la Region. Segiin datos de la
memoria de la Consejeria de Agricultura y Agua del afio 2008, el tamafio medio
de las explotaciones aumentd en mas de 100 cabezas de cabras por explotacion,
contabilizando un total de 158 ganaderias adscritas al Consejo Regulador con
55.000 cabras adultas que producen mas de 3 millones de litros de leche/ato.

El BORM del 18 de Junio de 1990, publica la Orden de 11 de Junio de la
Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Pesca por la que se aprueba la
reglamentaciéon especifica de los quesos de cabra acogidos a la denominacién
“Producto de Calidad de Murcia” y su marca, la cual establece la Reglamentacion
especifica de produccién, elaboracion y calidad del queso de cabra en sus tres
variedades, fresco, curado y al vino. Ese mismo ano, el Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacién, publico el Catdlogo de los Quesos de Espafia, donde se
recogia al Queso de Murcia al Vino (MAPA, 1990) y el 11 de Julio de 2001, se
publicé en el BORM el Reglamento de las Denominaciones de Origen "Quesos de
Murcia" y "Queso de Murcia al Vino” y su Consejo Regulador, siendo
posteriormente ratificada por la Orden publicada en el BOE el 10 de Octubre del
mismo afo. Finalmente, en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas de 25
de Junio de 2002, ambas denominaciones fueron inscritas en el Registro de

Denominaciones de Origen Protegidas y de Indicaciones Geograficas Protegidas.

El “Queso de Murcia al Vino” es un queso maduro, graso, de pasta
prensada, lavada y no cocida, que se comercializa a partir de los 45 dias de
maduracion, aunque en el caso de piezas pequenas puede llegar a comercializarse
a partir de los 30 dias. Es de forma cilindrica, con bordes rectos y lateral
ligeramente redondeado. La corteza es lisa, ligera, y esta lavada con vino tinto
doble pasta que le confiere un color granate-rojizo. El peso oscila entre 1 y 2 Kg en
formato grande y 400-500 g en formato pequefio. La masa es compacta, la textura
cremosa y eldstica, sabor ligeramente acido, poco salado y aroma suave. Ofrece

un color blanco intenso al corte, con pocos y pequenos ojos (Anénimo, 2001).

Por su alta calidad y sus excelentes y peculiares caracteristicas
organolépticas, se ha convertido en un producto muy apreciado en el mercado
nacional e internacional. De hecho, en el ultimo afio, se registrd la mayor

produccién total de queso amparado con figuras de calidad, con mas de 388.000
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Tm. Concretamente, y segun datos aportados por el Consejo Regulador de las
DOP Queso de Murcia, en el afio 2009, se certificd una produccion de 354.909 kg
de queso de Murcia al Vino, de los que un 22% se comercializaron en Espafa; de
33.178 kg de queso de Murcia Curado, con una comercializaciéon nacional del
29%, y 2.665 kg de Queso Fresco. En cuanto a la comercializacion exterior, Murcia
se sittla como la principal region exportadora de queso de cabra, especialmente a
Estados Unidos y a Europa, a los que destinan mas de 275.300 kg de queso de
Murcia al Vino (77.5% de la produccion total) y 23.444 kg de Queso de Murcia

Curado (mas de un 70%).

La informacion cientifica acerca de los aspectos tecnologicos, bioquimica de
la maduracion y microbiologia en quesos espafioles de cabra, es menor que la
informacion de tales aspectos realizada en quesos de leche de vaca y oveja. Sin
embargo, en los ultimos quince afios se han incrementado los estudios de
caracterizacion de quesos de cabra, con objeto de mejorar su produccién y calidad
(Pino, 2007).

Todos ellos se elaboran coagulando la leche con cuajo animal, de forma que
no existen variedades reconocidas de quesos de leche de cabra elaborados con
coagulante vegetal (salvo en los estudios realizados por Pino (2007), en una

variedad del queso de Los Pedroches).

La aplicacion de una adecuada tecnologia de fabricacion de los quesos o los
intentos de mejora de su calidad (uniformidad, aspecto, aceptabilidad general,
etc.) exige un profundo conocimiento de sus caracteristicas fisico-quimicas,

bioquimicas, microbioldgicas y organolépticas.
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1.2. COMPOSICION FiSICO-QUIMICA DEL QUESO

El queso es una forma de conservacion de los componentes insolubles de la
leche, la caseina y la materia grasa, que se obtiene por coagulacion de la leche
seguida del desuerado, en el curso del cual el lactosuero se separa de la cuajada
(Alais, 2003).

La puesta a punto de un procedimiento de fabricacion que pueda garantizar
una gran calidad e higiene, una presentacion atractiva y uniforme, y un precio
razonable, es importante, ademas de por razones cientificas y econémicas, por el
mantenimiento de nuestro patrimonio cultural y gastronomico. No obstante,
constituye un problema complejo ya que las caracteristicas de cada tipo de queso,
ademads de depender de la naturaleza de la leche empleada, son el resultado de
numerosos factores interdependientes que, segtin Alais (2003), pueden agruparse

en:

-Factores microbioldgicos: composicion de la microflora, microfloras

asociadas y sucesivas.

-Factores bioquimicos: concentraciéon y proporciéon de los enzimas

coagulantes, principalmente del cuajo, de las bacterias, las levaduras y los mohos.
-Factores fisicos y fisico-quimicos: temperatura, pH, efectos osmoticos, etc...

-Factores quimicos: proporcion de calcio retenido en la cuajada, contenido

en agua y sal, componentes de la atmosfera (humedad, gas, carbénico, amoniaco).

-Factores mecanicos: corte, agitacion, trituracion y fraccionamiento, que

reducen o acenttan los efectos de los factores precedentes.

1.2.1 pH

El pH es un parametro que va a estar regulado por el grado de hidrolisis
sufrido por la lactosa tras la coagulacion de la leche, asi como por la cantidad de
ésta que quede retenida en la cuajada tras el desuerado. Las primeras operaciones
en la elaboracion del queso determinan el grado de acidificacion de la cuajada
hasta el momento del salazonado. A partir de este momento, la actividad

proteolitica de bacterias y mohos provoca la liberaciéon de sustancias neutras o
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alcalinas que elevan el pH y la disminucion de la capacidad tampon de la

cuajada.

El pH afecta a factores como el crecimiento microbiano, a la produccion de

toxinas, a la actividad enzimatica (Weimer et al., 1997) o a la textura del queso.

El pH optimo durante la coagulacion del queso esta comprendido entre 5,7
y 6. A este pH se produce una red tridimensional muy regular, que atrapa
glébulos grasos de 2-3 pm de didmetro. Las primeras fuerzas responsables de la
cohesidn del gel son enlaces no covalentes (puentes de hidrégeno, hidréfobas e
interaccidn electrostatica), de los que dependen posteriormente las propiedades
reologicas del queso. Por tanto, pequefios cambios en la composicion idnica
modifican sustancialmente la interaccion de la proteina y tienen una repercusion
importante sobre la estructura final y la calidad del gel proteico (Marchesseau et
al., 1997).

1.2.2. Lactosa / acido lactico

La lactosa es (cuantitativa y cualitativamente) el principal carbohidrato de la
leche. Su concentracion varia entre 4,2 y 5%, siendo en general, su contenido mas
bajo al final de la lactacion y en la leche de animales con mamitis. Es un
disacdrido constituido por una molécula de a- D-glucosa y otra de -D-galactosa,

presentandose en forma de a-lactosa monohidratada y de a y -lactosas anhidras.

Su presencia en el queso es fugaz ya que el 98% se pierde con el suero. Esta
lactosa puede ser aprovechada por la industria alimentaria en la elaboracion de
diversos productos. Asi, se incluye en la formulacion de alimentos infantiles,
productos carnicos y de panaderia o en alimentacion animal (Yang y Silva, 1995;
Adam et al., 1999).

En quesos muy desuerados, como el Emmental, la lactosa residual
desaparece totalmente tras 4 6 5 horas. En el Cheddar, es fermentada
completamente a las 24 horas en la cuajada recién prensada. En otros quesos
como el Camembert, diversos tipos de quesos de cabra espafioles o el Serra da
Estrela, puede encontrarse lactosa hasta el dia 15 6 20 de maduracién (Choisy et
al., 1990; Carballo et al., 1994; Macedo y Malcata, 1997a).
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Segun estos ultimos, se puede establecer una correlacion entre la lactosa y el
acido lactico determinado durante la maduracion, ya que, este ultimo se origina

por la accién de las bacterias lacticas sobre la lactosa.

El aumento de acido lactico provoca un descenso rapido del pH que
desarrolla el aroma del queso, modifica su estructura (por solubilizacién de los
minerales ligados a las caseinas), favorece la retraccion de la cuajada y protege el
medio, al impedir el desarrollo de otros microorganismos perjudiciales e inhibir

acciones enzimaticas alterantes (Lindgren y Dobrogosz, 1990).

Durante el transcurso de la maduracion, el acido lactico se neutraliza o
desaparece, mediante el fosfato calcico residual de la pasta, las fermentaciones
secundarias, la destrucciéon metabdlica o por la formacién de amoniaco en quesos
con flora superficial alcalinizante. Este proceso no se desarrolla de igual medida
en todas las variedades de queso, siendo mdas marcado en quesos de pasta blanda
y teniendo poca significacion en quesos de pasta dura y cocida. En el queso Suizo,
el L-lactato se transforma, gracias a la accién de Propionibacterium, en acetato y
CO;, siendo fundamental para el desarrollo de ojos y del sabor caracteristico. En
quesos como el Brie y el Camembert la metabolizacion del lactato a CO: y H20
por mohos superficiales, es importante en el aumento del pH y en el estimulo de
la proteolisis (Varnam y Sutherland, 1995).

1.2.3. Agua

El contenido en agua del queso es muy variable dependiendo de la forma en
que se realiza la coagulacion, el desuerado y el prensado, experimentandose,

ademas, importantes pérdidas durante la maduracion.

El salado de la cuajada y la deshidratacion durante la maduracién son los
principales factores que modifican el contenido de agua ligada en el queso (Eck,
1990).

Seguin Scott (2002), el agua se encuentra en el queso de tres formas

diferentes:

-Ligada a la estructura de algunos componentes de la cuajada, como

proteinas.

-Retenida por fuerzas de atraccion a las particulas de cuajada y grasa.



56 ADELA ABELLAN GUILLEN

-Agua libre que contiene las sustancias solubles.

El agua que componen estas tres fracciones puede pasar de una a otra por
su liberacion o como consecuencia de algunas reacciones. En esta fase acuosa se
llevan a cabo las reacciones bioquimicas catalizadas por las enzimas naturales de
la leche, del coagulante y microbianas. Se ha comprobado en quesos con baja
humedad, que la proteolisis es mas reducida, debido a que la hidratacion de las
proteinas tiene prioridad sobre la utilizacion del agua en la hidrdlisis de las
mismas por la quimosina (Krause et al., 1999). La caracterizaciéon y cuantificacion
de la fraccién liquida que permanece en el queso es util para determinar la

concentracion de las enzimas y los sustratos.

En un estudio realizado en queso de cabra blando se observé un incremento
de la porcion de agua no solvente (ligada) durante la maduracién en proporcién
al agua total. En la primera etapa de la maduracién, el queso presenta una
estructura débil, caracterizdndose por intensas reacciones enzimaticas en la fase
acuosa, favoreciéndose la proteolisis. Se produce una rapida pérdida de agua
como resultado de la evaporacion en la superficie del queso, facilitada por los
movimientos del agua interna del queso a la superficie a través de aperturas y
porosidades de la estructura. La desecacion de la corteza del queso provoca la
acumulacién de sustancias solubles en esta zona. A medida que avanza la
maduracidn, la estructura del queso se hace mdas compacta y la velocidad de
difusion del agua residual es mas lenta, siendo principalmente agua no solvente.
La velocidad de proteolisis decrece, probablemente, debido al menor contenido
de agua solvente (Pierre et al., 1999).

También se ha observado que el contenido en agua puede afectar algunas

propiedades reoldgicas del queso como la fracturabilidad (Jaros et al., 1997).

Asi mismo, se ha observado que la cantidad de suero exprimido por
centrifugaciéon decrece notablemente a medida que aumenta el tiempo de
maduracion, indicando un sustancial incremento de la capacidad de retencion de
agua (Guo y Kindstedt, 1995).

A partir de la determinacion del agua, de manera indirecta, se va a calcular
el extracto seco total de los quesos. Este extracto seco va a reflejar el valor
nutritivo de los mismos ya que se compone principalmente de proteina, grasa y

derivados de la lactosa, asi como del contenido en minerales.
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1.2.4. Grasa

La grasa es uno de los principales constituyentes del queso, y determina
una de las multiples formas que existen de clasificar los quesos. Asi, en funcién de
su contenido graso tenemos: quesos extragrasos, grasos, Semigrasos,
semidesnatados y desnatados, dependiendo de que el porcentaje de grasa sobre
extracto seco que presenten sea, mayor o igual del 60%, esté comprendido entre
45% y 60%, 25%-45%, 10%-25% o sea menor del 10%, respectivamente (Andénimo,
2006). El porcentaje de grasa en el queso estd determinado por el contenido en
grasa de la leche utilizada, por el tamafio del glébulo graso, por la velocidad de
coagulacién, por las manipulaciones efectuadas sobre la cuajada y por el tiempo

de maduracion.

La funcién nutricional de la grasa del queso viene determinada por el
aporte energético de la grasa de la leche de partida, su composicion en acidos
grasos y triglicéridos, y por su papel como disolvente de vitaminas liposolubles
(Catalano et al., 1985; Precht y Abd-el-Salam, 1985).

La grasa influye sobre las caracteristicas estructurales y reoldgicas del
queso. Asi, la firmeza de éste, a pesar de estar determinada fundamentalmente
por el contenido de proteina, cloruro sédico y agua (Chen et al., 1979). También se
ve afectada por el intervalo de fusion de la grasa, ya que algunos autores han
observado que diferencias en la proporcion del indice de grasa sélida afectan a las

propiedades reoldgicas del queso (Prentice, 1987).

La grasa reduce la tension y la firmeza de la cuajada debido a que la
elasticidad del queso, en los primeros estadios madurativos, esta influenciada por
la interaccién existente entre la membrana superficial del glébulo graso y la
matriz proteica (Hassan y Frank, 1997); hecho que disminuye en el queso curado
por la naturaleza de la membrana de dicho glébulo (Van Vliet y Dentener-
Kikkert, 1982). Ademads, la grasa favorece la adhesividad, mejorando la
homogeneidad de la pasta y confiriendo un aspecto cremoso (Catalano et al., 1985;
Stampanoni y Noble, 1991).

Con respecto a la participacion de la grasa en la formacién del aroma del
queso, ésta tiene, al igual que la grasa de la leche de partida, una alta
concentracion de 4cidos grasos de cadena corta que van a poder ser liberados en

el transcurso de la maduracion, condicionando fuertemente su aroma (Olson y
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Johnson, 1990). La grasa lactea es una fuente clave de los componentes
responsables del flavor del queso o de sus precursores (Wijesundera y Drury,
1999). La influencia de la grasa en la produccion del aroma caracteristico de cada
queso es especifica de las distintas variedades. Asi, en algunos quesos, el aroma
estd fuertemente influenciado por la produccion de acidos grasos libres, mientras
que en otras variedades de queso, la intensidad aromatica no depende de este
contenido, siendo mas importante la funcidon que ejerce la grasa como disolvente

de compuestos aromaticos (Jameson, 1990; Olson y Johnson, 1990).

1.2.5. Proteina

En la leche se presentan dos tipos de proteinas: caseinas y proteinas séricas.
Las caseinas constituyen mas del 80% de las proteinas totales, presentandose en
forma micelar gracias a su cardcter anfifilico y a su fosforilacion, que favorece la
interaccion entre ellas y con el fosfato calcico. Se pueden subdividir basicamente
en cinco tipos, caseinas Qs1, Os2, B, Y y K, todas ellas sintetizadas en la glandula
mamaria, excepto la y-caseina que se origina tras una proteolisis de la -caseina.
El 92% de la micela esta constituido por 01, Os2, B, y K, con una relaciéon de 3:1:3:1;
el resto son compuestos inorganicos fundamentalmente fosfato calcico coloidal
(Varnam y Sutherland, 1995).

Las caseinas presentan un gran polimorfismo genético, observandose
ademas, diferencias segun la especie de la que procedan. Este hecho permite la
deteccion de fraudes, ya que mediante un andlisis cromatografico de las y-
caseinas y la para- K-caseina se podria obtener el porcentaje de leche de vaca,
oveja y cabra utilizada para la elaboraciéon de un queso (Mayer, 1997). El
porcentaje de caseinas Os1 y Os2 es mas alto para leche de oveja que para el de
cabra, pero significativamente mas bajo que para la leche de vaca (Assenat, 1991).
El porcentaje de B-caseina representa en la leche de oveja la mitad de la caseina
total, mientras que en las leches de cabra y vaca representa 2/3 y 1/3,
respectivamente. Se han descrito en leche de cabra, trece alelos en el locus Osi-
caseina, distribuidos en siete variantes genéticas (Martin et al, 1999),
corroborandose que el genotipo en este locus afecta al contenido graso de la leche,
al diametro de las micelas y a su contenido en calcio. Delacroix-Buchet et al. (1996)
y Lamberet et al. (1996) detectaron diferencias en el rendimiento quesero y las
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caracteristicas sensoriales de quesos elaborados con leche de cabra con las
variantes AA y FF de la asi-caseina. Existe una alta relacion entre los genotipos de
los locus asi-caseina, [3-caseina y K-caseina y el didmetro de las micelas de caseina
(Lodes et al., 1996a). La B-caseina presenta siete variantes genéticas en vaca y dos
en oveja y cabra. Finalmente, a la K-caseina bovina se le han identificado dos tipos
de variantes genéticas (A y B) (Eigel et al., 1984), mientras que en ganado ovino no

presenta variabilidad genética alguna (Lopez-Galvez et al., 1994).

Las proteinas del lactosuero comprenden dos tipos de proteinas nativas, -
lactoglobulina y a-lactoalbumina, la fracciéon proteosa-peptona y pequefias
cantidades de proteinas de origen sanguineo, seroalbumina e inmunoglobulinas.
Algunas proteosa-peptonas, durante la coagulacion, se asocian con la paracaseina,
pero cuando se alcanza el punto isoeléctrico de las caseinas se pierden con el
suero. No obstante las tres cuartas partes de las proteasa-peptonas coagulan junto

a la paracaseina aumentando el rendimiento quesero (Vanboekel y Crijns, 1994).

El contenido proteico de un queso depende de la concentracion de proteina
de la leche y de las pérdidas de la misma al suero, que a su vez estan
determinadas por el sistema de coagulacion y por el trabajo realizado sobre la
cuajada. En las cuajadas enzimdticas se pierde la fraccion soluble del
caseinoglicopéptido. No obstante, son mas importantes las pérdidas por causas
fisicas y mecanicas que hay en las cuajadas acidas (mas friables y porosas) que

presentan contenidos proteicos mas bajos.

El tratamiento térmico que se aplique a la leche y la intensidad del lavado
de la cuajada también influye en el contenido proteico de los quesos. Asi, una
pasteurizacion alta provoca la union de las proteinas del suero con la k-caseina y
su retencion en la cuajada. Por el contrario, un lavado intenso excluird un mayor

porcentaje de proteinas séricas.

La mayoria de las proteinas lacteas se pierden durante el desuerado junto a
lactosa, minerales, fracciones nitrogenadas y grasa. Se han desarrollado
numerosos procesos tecnoldgicos para utilizarlas, obteniéndose concentrados de
proteina del suero mediante ultracentrifugacién, conteniendo entre un 35% y un
75% de proteina (Hollar et al., 1995; Parris et al., 1997). Las proteinas del suero

poseen un gran interés nutricional, terapéutico, funcional y fisiologico.
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Las proteinas de la leche van a sufrir modificaciones durante las diferentes
etapas de elaboracion del queso, fundamentalmente durante la formacién de la

cuajada y la maduracion.

1.2.6. Sal

El objetivo del salazonado es conseguir en el queso una concentracion de sal
normalmente de 1,5%-2,5%, deteniendo la acidificacién, y de sus condiciones de
maduracion. La sal proporciona al queso cierta proteccion sobre microorganismos
indeseables, afecta a la accién enzimatica, potencia su sabor, ayuda a la formacion
de la corteza y complementa el desuerado. Pérez Elortondo et al. (1999a)
detectaron en queso Idiazadbal un descenso de Lactobacillus y Leuconostoc y, en
contraste, un aumento de micrococos, mohos y levaduras, cuando se aumentaba
la concentracion de sal. La actividad de diversas enzimas, como las lipasas,
esterasas, y aminopeptidasas se reduce con la adicion de sal (Weimer et al., 1997).
Skeie et al. (1997), observaron que quesos bajos en sal presentaban menor
porcentaje de materia seca, pH mas alto, mayor proteolisis, mayores niveles de
acido glutamico, pirtvico y trico, asi como menor firmeza y sabores amargos.
Niveles altos de sal/humedad pueden producir un efecto inhibidor sobre la
proteolisis y la degradacion de la lactosa (Bernardo, 1991). El contenido en sal
también afecta a la lipolisis, asi en el queso Idiazdbal, un aumento del contenido
en sal (3-4%) potencid la lipolisis (Néjera et al., 1999a). Las 0s>-caseina, Osi-caseina,
B-caseina, y para-K-caseina intactas se presentan en mayor concentracion en
quesos salados, posiblemente debido a que el NaCl provoca un apertura de la
microestructura, produciéndose un incremento de la capacidad de retencién de
agua y de la solubilizacidon de las caseinas intactas en la matriz de paracaseina
(Guo et al., 1997).

En los quesos frescos (no madurados) con un contenido en humedad igual o
superior al 40%, en los que no se ha producido proteolisis o ésta es muy limitada,
la sal anadida es practicamente el tnico depresor de la actividad de agua del
queso (Marcos et al., 1981), estando directamente relacionada con la concentracién

de cloruro sédico en la fase acuosa.
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1.2.7. Minerales

Los minerales mas importantes en la leche son los bicarbonatos, cloruros y
citratos de calcio, magnesio, potasio y sodio, aunque se han detectado un total de
veinticinco elementos en la leche de vaca. Se distribuyen entre una fase soluble y
una coloidal, dependiendo de diversos factores como el pH y la temperatura,
mientras que los iones monovalentes se encuentran en gran parte o en su

totalidad en la fase soluble.

La composicion mineral de los diferentes productos lacteos depende de la
proporcion final de los constituyentes de la leche de tales productos, y ademas en

los quesos, de los métodos de coagulacion, desuerado y salado de los mismos.

Las sales mas importantes en la elaboracion del queso son los fosfatos y
citratos de calcio y magnesio. La cantidad de calcio disponible afecta al tamano de
las micelas de caseina, por lo que la adicién de cloruro calcico antes del cuajado
aumenta el tamano de éstas (Scott, 2002). Se ha propuesto una clasificacién del
queso en base a los indices Ca/P, Ca/proteina y P/proteina, puesto que dan
informaciéon del modo de produccién del queso y de sus caracteristicas

estructurales (Lucey y Fox, 1993).

Aproximadamente el 60% del calcio suele hallarse en estado coloidal,
participando en la estructura del complejo caseinico, y tan sélo una décima parte
se encuentra en forma de calcio reactivo. El tratamiento térmico provoca una
disminucion del calcio soluble y la precipitacion del fosfato calcico, de forma que
en la leche UHT un 405-50% del calcio soluble aparece en forma coloidal. Durante
el almacenamiento de la leche, en congelacidon y en refrigeracién, también se
produce un incremento de los contenidos de fosforo coloidal, calcio y magnesio y
se modifican las propiedades de coagulacion de la misma (De la Fuente et al.,
1997). Durante la elaboracién del queso se presentan diversas situaciones que
provocan la desmineralizaciéon del mismo. Asi, la preacidificacion de la leche
provoca la transformacién del Ca? y (POs? y magnesio coloidal insoluble, a
formas solubles, que puede perderse durante el desuerado (Lucey y Fox, 1993; Le
Graet y Gaucheron, 1999). Por otro lado, a medida que se reduce el pH del suero
se incrementa la pérdida de minerales de la cuajada. Este valor de pH depende
del momento en que se produzca la formacion del acido lactico, antes del

desuerado (Cheddar) o tras el prensado (Gouda), y es caracteristico de cada
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variedad de queso. La relacién Ca/P esta influenciada por el pH de la cuajada, de
forma que si éste desciende, la relacién baja, ya que la retenciéon del calcio es
mucho menor que la del fésforo, y sucede lo contrario cuando el pH se mantiene
elevado. Finalmente, cuando la cuajada es calentada rapidamente a altas
temperaturas durante la elaboracidon de algunos quesos, las particulas se contraen
rapidamente, expulsando la fase acuosa y, por tanto, las formas solubles de Ca*? y
(PO42(Lucey y Fox, 1993).

Las cenizas del queso estan constituidas por la sal afiadida a la cuajada y
por los componentes minerales derivados de los cloruros, fosfatos y citratos de
sodio, calcio y magnesio que forman las sales de la leche e intervienen en la
constitucion de componentes organicos. También habra que tener en cuenta el
cloruro de calcio afiadido a la leche pasteurizada o refrigerada durante largo
tiempo, para restablecer el equilibrio entre el calcio soluble y el coloidal y facilitar

el proceso de coagulacion y la consistencia del coagulo.

1.2.8. Valor calérico

El valor nutricional del queso depende del tipo de leche utilizada en su
elaboracion, de su proceso de fabricacion, y de las condiciones de maduracion,

que condicionan las pérdidas de componentes que experimentan los mismos.

A pesar de esto, de manera general, el consumo de queso reporta un gran
numero de beneficios entre los que destaca su gran valor nutricional. Es una
buena fuente de proteinas con alto valor bioldgico y con elevado contenido en
aminodcidos esenciales; posee un alto valor energético, dependiendo
fundamentalmente de la cantidad de grasa, y de su aporte en algunos acidos
grasos esenciales. Ademads, contiene cantidades apreciables de minerales,
especialmente calcio de facil asimilacidon, vitaminas esenciales excepto el acido
ascorbico y puede ser consumido por aquellas personas intolerantes a la lactosa
ya que, la que no desaparece durante el proceso de desuerado, va a ser

transformada a acido lactico.

Aunque desde el punto de vista nutritivo, su consumo es recomendable a
cualquier edad, es especialmente importante en etapas de crecimiento y

desarrollo, asi como para el mantenimiento de la masa muscular y 6sea.
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El aporte energético necesario para cubrir las necesidades corporales
proviene esencialmente de la ingesta diaria de alimentos, en particular de
aquellos nutrientes llamados energéticos, es decir, los hidratos de carbono, las
grasas y las proteinas. La energia, que potencialmente poseen los alimentos, y que
se encuentra almacenada en forma quimica, se cuantifica en unidades de calor
llamadas Kilocalorias, y expresan el valor energético o caldrico que tienen los
alimentos (Mataix, 2002). Para determinar la energia de un alimento se pueden
utilizar métodos directos, como la bomba calorimétrica, que cuantifica el calor de
combustién liberado por una cantidad conocida de un alimento. También puede
determinarse indirectamente, multiplicando la composicion quimica del queso
por los factores de conversion teodricos del calorimetro, tal y como lo describen
Kathleen y Escott (2001). Sin embargo, debido a las pérdidas digestivas, tan sélo
parte de la energia de los alimentos, la denominada energia metabdlica, es

aprovechada por las células (McCance y Widdowson, 1993).
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1.3. BIOQUIMICA DE LOS QUESOS DE CABRA. CAMBIOS DURANTE LA

MADURACION

Los quesos curados o maduros sufren una maduracion bioldgica de
diferente intensidad que tiene varias finalidades. Estas son desarrollar su sabor,
modificar su aspecto, textura y consistencia, asi como, la digestibilidad y valor

nutritivo de la cuajada (Veisseyre, 1988).

El afinado de los quesos lleva consigo la degradacion o simplificacion de los
componentes de la cuajada. Del mismo modo, los microorganismos presentes en
la leche van a producir una serie de enzimas que acttian sobre la grasa, proteina y
lactosa del queso; y, estas transformaciones producirdan sustancias que le

proporcionan su sabor y aroma caracteristico.

Durante esta etapa es importante controlar principalmente factores como la
temperatura y humedad relativa, la aireacién y el tiempo de permanencia en las
camaras de maduracion, ya que van a determinar el ritmo de pérdida de agua y

finalmente, el extracto seco del queso.

Aunque puede decirse que cada tipo de queso se caracteriza por su propio
proceso de maduracion, para Jacquet y Lenoir (1969) los grandes fendmenos que
acontecen en todos los procesos de maduraciéon, aunque en diferente grado son
tres: la fermentacion de la lactosa, la hidrolisis de la grasa y la degradacion de la

proteina.

1.3.1. Glucélisis

La glucdlisis consiste en la transformacion de la lactosa residual de la
cuajada, principalmente en acido lactico, asi como en pequefas cantidades de
acético, propidnico, didéxido de carbono, diacetilo, ademas de otros componentes

responsables del aroma.

Estas reacciones van a comenzar durante la coagulacion y el desuerado de
la cuajada y van a continuar durante el transcurso de la maduraciéon en una
intensidad diferente dependiendo de cada tipo de queso. Se produce de manera
rapida durante las 24 horas que siguen al desuerado y se prolonga durante una o

dos semanas hasta la desaparicion, casi completa de la lactosa. De hecho, a pesar
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de que sdlo el 5% de la lactosa de la leche queda retenida en la cuajada, esta
cantidad es suficiente para producir compuestos que contribuyen al flavor de los
quesos, fundamentalmente al principio de la maduraciéon (McSweeney y Sousa,
2000).

La fermentacién de la lactosa se lleva a cabo, fundamentalmente, por accion
de las bacterias lacticas de la leche o afiadidas a la misma como integradoras de
cultivos iniciadores (Desmazeaud, 1983; Fox et al., 1993a), que van a producir
acido lactico que también sufrird transformaciones posteriores de diversa

naturaleza.

Atendiendo a las diferentes vias metabdlicas utilizadas para degradar la
lactosa, y por tanto, a la concentracion de los productos resultantes del
metabolismo de la misma, estas bacterias se clasifican en dos grandes grupos:
Homofermentativas (con especies como Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus y
algunos Lactobacillus como L. plantarum o L. casei) y Heterofermentativas (con
especies como Leuconostoc y algunos Lactobacillus como L. brevis). Las
homofermentativas utilizan la via glucolitica para transformar practicamente toda
la glucosa de la lactosa en acido lactico; mientras que, las heterofermentativas,
producen ademas de lactato, etanol, acético y dioxido de carbono, por la via de la

fosfocetolasa.

La produccién de acido lactico va a producir un descenso del pH de la leche
que favorece su coagulacion y la sinéresis de la cuajada, a la vez que ejerce un
efecto preventivo sobre el crecimiento de bacterias perjudiciales (Ordofiez, 1987).
Por otro lado, tanto en quesos elaborados con leche pasteurizada, como con leche
cruda, es habitual adicionar cultivos iniciadores a la leche antes de su
coagulacién. En los primeros se persigue obtener un producto mas homogéneo,
de mas facil comercializacién; mientras que en los segundos, la flora aportada
entra en competencia con la flora de la leche ayudando a controlar el proceso de
maduracion, ya que evita fermentaciones perjudiciales, que pueden dar lugar a

una produccion incontrolada de gas y a la apariciéon de sabores anormales.

Dependiendo de la cantidad de cultivo iniciador afadido, del tiempo
empleado en la elaboracion del queso, del estado de la cuajada durante la

fabricacion, del nivel de salado y el grado de enfriamiento de la cuajada, se va
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producir un descenso del pH de la cuajada que varia entre 4,6 y 5,1 (Lawrence et
al., 1987; Fox, 1993a).

1.3.2. Lipolisis

La lipolisis es uno de los mayores cambios bioquimicos ocurridos durante la
maduracion del queso. Es una degradaciéon de la grasa producida por via
enzimatica que influye sobre las caracteristicas sensoriales de los quesos, ya que
se ha demostrado que los acidos grasos libres (AGL) producidos durante la
lipolisis, contribuyen junto con los compuestos volatiles y los productos de la
proteolisis, al flavor del queso (McSweeney y Sousa, 2000; Urbach, 1993).

En este proceso, los glicéridos, por accion de las lipasas, son hidrolizados a
diglicéridos, monoglicéridos o acidos grasos libres (Choisy et al., 1990; Molimard

y Spinnler, 1996) contribuyendo asi al aumento de la acidez total (Dias, 1998).

La lipolisis varia considerablemente entre los diferentes tipos de quesos, y
estd influenciada por multiples factores como son la calidad de la leche, el grado
de agitacion y homogeneizacion de la misma, pH, concentracién de sal, tiempo y

temperatura de maduracion del queso (Najera ef al., 1999a).

Los AGL son liberados gracias a la accion de lipasas provenientes de
diferentes fuentes como: la leche, el cuajo, las bacterias pertenecientes a los
cultivos iniciadores, los mohos incluidos como cultivos secundarios y enzimas
lipasas (Collins et al., 2003; Perotti et al., 2005).

De esta manera, la contribuciéon de las lipasas naturales de la leche
(lipoprotein lipasa) a la lipolisis del queso va a depender del tratamiento térmico
al que se haya sometido la leche, ya que la pasterizacion reduce la actividad de
éstas. La contribucién del cuajo va a depender del tipo utilizado; asi, el cuajo
comercial de ternero o bovino, que es comunmente utilizado en la mayoria de las
variedades de queso, esta normalmente libre de actividad lipolitica; mientras que,
el cuajo tradicional de abomaso de cordero o cabrito, tiene alta actividad lipolitica,
(Battistotti y Corradini, 1993). Y la microflora contribuye a la lipolisis por la via
del sistema esterasa/lipasa de las bacterias lacticas y acido propionicas, bacterias

no estarter, microorganismos superficiales, levaduras y mohos (McSweeney y
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Sousa, 2000); siendo los mohos los microorganismos de mayor actividad lipolitica,

mientras que las bacterias lacticas exhiben muy escasa actividad (Ordoéfiez, 1987).

La lipolisis se produce con mayor intensidad durante la primera semana de
maduracion, debido principalmente a la accion de las lipasas nativas de la leche
cruda (Gobbetti et al., 1997). Mas tarde, hacia la segunda semana de maduracidn,
comienza la lipolisis desarrollada por los microorganismos lipoliticos, y su accion
es mas notoria en las fases mas avanzadas de la misma, contribuyendo de forma

importante al bouquet del queso (Vieira de Sa et al., 1970).

En un queso madurado, los acidos grasos liberados y sus productos de
transformacion, afectan de forma importante al perfil organoléptico de un queso.
Asi, segun diversos autores (Rafecas et al., 1985, Lacasa, 1986; Ordofiez, 1987;
Najera et al., 1993; Chavarri, 1999) los AGL contribuyen al aroma de los quesos
porque acttian como precursores de compuestos volatiles del tipo metilcetonas,
alcanos, lactonas y ésteres alifaticos y aromaticos, componentes del valor
aromatico caracteristico de muchos quesos madurados, y porque los acidos grasos
de cadena corta lineal como el féormico, acético, propionico, butirico y caproico, y
ramificada, como isobutirico e isocaproéico contribuyen “per se” al aroma de los

quesos madurados.

Sousa et al. (1997) apuntaron que los acidos grasos libres contribuyen
positivamente al sabor caracteristico de una gran variedad de quesos, cuando
éstos se encuentran equilibrados con los productos de origen proteolitico y demas
productos derivados de la accion catalitica de otras enzimas. En este sentido,
Buffa et al. (2001) concluyeron que, la lipdlisis intensa encontrada,
particularmente en quesos italianos duros, y en quesos de cabra, eran esenciales
para el desarrollo correcto de sus sabores, y que la mayoria de los 4cidos grasos
libres que se generaban eran los precursores de los compuestos volatiles como las
metil cetonas, alcanonas, lactonas, etc., que ejercen un papel decisivo en el aroma
de estos quesos. También, Gaborit et al. (2001), argumentan que algunos acidos
grasos libres como el hexanoico, octanoico, nonanoico y decanoico y de cadenas
ramificadas como el 3 metil butanoico, 4 metil octanoico y 4 etil octanoico

contribuyen al sabor caracteristico a cabra en el queso.

Bajo otro punto de vista, la lipdlisis puede afectar negativamente al sabor de

los quesos, como en el caso de los quesos Gouda, Gruyere o Cheddar, que no
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deberian de sobrepasar el 2% de lipdlisis (Collins et al., 2003) lo que facilita la
oxidacién y provoca rancidez, generada por la produccién de una cantidad

excesiva de dcidos grasos volatiles liberados por la accion de la lipoprotein lipasa.

Por otra parte, Tunick (2000), sostiene que la textura de un queso tiene tanta
importancia como su flavor por lo que la mayoria de las investigaciones
reologicas llevadas a cabo en productos lacteos estan limitadas al queso. Los
mono y diglicéridos producidos como consecuencia de la lipdlisis son
surfactantes y por lo tanto introduciran cambios en las propiedades reoldgicas del

queso.

Aungque la lipolisis es la via principal de formacién de los AGL en quesos
madurados, éstos también se pueden generar a partir de la metabolizacion de
hidratos de carbono y proteinas por acciéon de las bacterias lacticas. (Bills et al.,
1969).

1.3.3. Proteolisis

La proteolisis es un fenomeno fundamental en la maduracion del queso y
afecta a la textura, al aroma y al sabor del producto final (Varnam y Sutherland,
1995).

Dada la complejidad bioquimica de las sustancias nitrogenadas del queso, la
gran variedad de agentes proteoliticos susceptibles de intervenir y la
multiplicidad de vias metabolicas que el proceso degradativo puede seguir,
puede comprenderse facilmente la gran variabilidad de productos que se

acumulan en la pasta del queso durante la maduracioén.

Puesto que la mayor parte de las proteinas del suero se pierden durante la
fabricacidon del queso, las proteinas mayoritarias y predominantes en el mismo
son las a y las B-caseinas (Scott, 2002). Durante la maduracion del queso, estas
proteinas son hidrolizadas por los enzimas proteoliticos en productos muy
diversos, que van desde péptidos de gran tamafio hasta aminodcidos libres, e

incluso amoniaco (Walstra et al., 2001).

Segun McSweeney y Sousa (2000), los enzimas proteoliticos responsables de
los procesos de hidrdlisis pueden ser: enzimas coagulantes (quimosina, pepsina,

proteinasas acidas microbianas o vegetales), enzimas enddgenas de la leche
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(plasmina principalmente), enzimas procedentes del cultivo iniciador o estarter,
enzimas bacterianas que no forman parte del estarter, enzimas del fermento
secundario o, proteinasas y peptidasas exdgenas (utilizadas para acelerar la

maduracion).

Estas enzimas, tal y como se recoge en varios estudios como los de Macedo
et al. (2000, 2002) en queso Serra da Estrela, pueden ver afectada su actividad por
factores como el contenido en humedad, los niveles de sal, el pH, el potencial

redox o la temperatura de maduracién.

La proteolisis tiene un efecto inmediato en la textura de los quesos duros y
semiduros por la hidrdlisis de proteinas, el incremento del pH y la retencion de
agua por los grupos amino y carboxilo que se van formando durante la
maduracion (Calvo et al., 2007). Este ablandamiento producido por el
debilitamiento de la red caseinica, es muy dependiente del pH. Asi por ejemplo,
en queso Edam, el alto valor de pH permitiria a las proteinas permanecer en una
matriz que se va ablandando conforme aumenta la proteolisis. Proteolisis que
tendrd lugar mas rapidamente en el centro del queso donde el contenido en NaCl
es menor. Por el contrario, el pH bajo de los quesos tipo Cheddar, hace que la
pasta se vuelva desmenuzable al progresar la proteolisis, ya que el agua

intersticial se encuentra ligada por grupos idnicos (Varnam y Sutherland, 1995).
1.3.3.1. Proteolisis primaria

La proteolisis primaria, incluye aquellos cambios que se producen en las
caseinas y los péptidos, y que van a poder ser detectados mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (Rank et al., 1985), que es una técnica basada en la

separacion de los péptidos en funcién de su relacién carga/peso molecular.

Esta hidrolisis inicial de las caseinas se va a producir por las enzimas
endogenas presentes en la leche y por el coagulante empleado en la elaboracion
del queso, rindiendo principalmente, péptidos de gran tamano. La determinacion
de estos péptidos, que puede calcularse, bien utilizando la disminucién de la
cantidad de paracaseina durante la maduracion, o bien, mediante la proporcion
de NS formado, sirve para determinar la llamada “extensién” de la proteolisis
(Scott, 2002).
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La plasmina participa en la degradacién inicial de las caseinas, a péptidos
de tamafio grande e intermedio, siendo su accién especifica sobre la 3-caseina
(concretamente sobre los enlaces peptidicos en el extremo C-terminal de residuos
lisil, y en menor grado de residuos arginil (Weinstein y Doolittle, 1972)), dando
lugar a las proteosas-peptonas (fragmentos N-terminales) y las vy-caseinas
(fragmentos C-terminales). En menor medida acttia también sobre las as2-caseinas
(Walstra et al., 2001). En queso madurado elaborado con leche cruda, la enzima
catepsina D juega un papel importante actuando sobre la asi-caseina

(Kaminogawa, 1980), rindiendo la as1-I-caseina.

Con relacién al coagulante empleado, la accion de la quimosina sobre la a-
caseina se produce de forma mas intensa y temprana que la ejercida sobre la f3-
caseina (Ramos y Martinez-Castro, 1976; Ramos et al., 1981), debido a que entre
las regiones hidrofébicas C-terminales de la -caseina se producen uniones
intramoleculares, que hacen que sea mas dificil su escision. En queso de cabra el
ataque de la quimosina sobre las asi-caseina y [-caseina es mas intenso que en
quesos de vaca (Ramos y Martinez-Castro, 1976; Ramos et al., 1981; Trujillo et al.,
1997).

Se ha comprobado que, las proteinasas del Cynara cardunculus, utilizadas
como coagulante vegetal, tienen la capacidad de romper todos los enlaces de
ciertas regiones extremadamente hidrofdbicas de la asi-caseina (Alaies-Trp-Tyr-
Tyr-Tyr-Valie7) y (3-caseina (Alaiso-Phe-Leu-Leu-Tyri9), mientras que la quimosina
rompe solo el enlace Trpies-Tyries en la region de la asi-caseina y el de las regiones
Alaiso-Pheio y Leu-Tyrios de la (3-caseina. Esto sugiere que las proteinasas de C.
cardunculus exhiben mayor preferencia por los enlaces entre residuos hidrofébicos

voluminosos que la quimosina (Macedo et al., 1996).

Por otra parte, Sousa y Malcata, (1998b) encontraron también diferencias en
los péptidos detectados en quesos de oveja elaborados con coagulante vegetal y
con cuajo animal. De esta manera, los péptidos B-(fizs-*), B-(fies-*), B-(fio1-*) y Os1-
(f24-165) solamente fueron producidos por la accion de C. cardunculus, mientras que
el B-(fies-*) y Osi-(fi20-191) solo aparecieron en los quesos elaborados con cuajo

animal.
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1.3.3.2. Proteolisis secundaria

La proteolisis secundaria se caracteriza por la hidrdlisis de los polipéptidos
y péptidos formados durante la proteolisis primaria como consecuencia de la
accion de las bacterias del estarter, de microorganismos no iniciadores o de
fermentos secundarios que van a rendir péptidos y aminoacidos extraibles con
diferentes solventes, incluyendo el agua. Estos compuestos generados forman
parte del nitrogeno no protéico (NNP) y determinardn lo que se conoce como

intensidad o profundidad de la proteolisis (Walstra et al., 2001).

Las proteinasas y peptidasas responsables de la proteolisis en quesos
elaborados a partir de leche cruda proceden de las bacterias lacticas no
iniciadoras y de microorganismos secundarios; y, en quesos elaborados con leche
pasteurizada se corresponden principalmente, con las bacterias del cultivo

iniciador.

Estas bacterias integrantes del cultivo iniciador se corresponden con
especies mesofilas pertenecientes a los géneros Lactococcus y Leuconostoc y
termofilos como Lactobacillus y el Streptococcus thermophilus (Sousa et al., 2001),
mientras que la mayoria de las proteinasas y peptidasas de bacterias lacticas no
iniciadoras pertenecen al género Lactobacillus, del que se estan aislando un gran
numero de microorganismos como L. curvatus DPC2024 (Magboul y McSweeney,
1999).

Todas las proteinas de la leche son susceptibles de ser hidrolizadas por estos
microorganismos aunque de forma diferente. Asi por ejemplo, la 0-caseina es mas
facilmente degradada por Lactobacillus helveticus, mientras que Lactobacillus
delbrueki subsp. bulgaricus degrada mejor la B-caseina (Chandam et al., 1982; Ezzat
et al., 1985). La actividad proteolitica de Streptococcus thermophilus es menor que la
de los Lactococcus y no afecta a la hidrdlisis de caseinas en el queso (Thomas y
Pritchard, 1987). Las cepas de L. Lactis subsp.lactis biovar. diacetylactis muestran
una actividad proteolitica inferior a la de la mayoria de las cepas de L. Lactis
subsp. lactis, pero similar a las de L. lactis subsp. cremoris (Herreros et al., 2003).

Son bacterias que juegan un papel importante en la proteolisis, ya que su

sistema proteinasa/peptidasa, aunque no participa de forma determinante en la
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formacién de grandes péptidos, hidroliza los oligopéptidos en aminodcidos, (Fox,
1989; Lane et al., 1997).

Estas proteinasas extracelulares que degradan las caseinas a péptidos,
pueden diferenciarse en proteinasas y peptidasas. Las proteinasas de tipo PI,
actian fundamentalmente sobre la B-caseina, mientras que las de tipo PIII lo
hacen sobre las Qsi-caseina, K-caseina y B-caseina. Por otra parte, las peptidasas,
encargadas de catalizar la hidrdlisis de los péptidos, pueden ser de dos tipos:
endopeptidasas y exopeptidasas, y van a contribuir al suministro de sustancias

esenciales para el crecimiento de las bacterias (Tan et al., 1993).

Existen dos endopeptidasas bacterianas denominadas LEP-I1 Y LEP-II, que
catalizan la hidrolisis inicial de los oligopéptidos en péptidos de menor tamano,
escindiendo fundamentalmente el fragmento 1-23 de la as1-caseina a nivel de los
enlaces Gluis-Asni y Glno-Glyio, Glnis-Gluws y Leuzo-Leuzi, respectivamente. La
LEP-I se encuentra asociada a la pared celular mientras que LEP-II es intracelular,
por lo que para que se produzca la degradaciéon del fragmento 1-23 en queso se
debe producir una lisis bacteriana y difundirse la enzima en el medio (Yan et al.,
1987).

Las exopeptidasas son aminopeptidasas y carboxipeptidasas, que degradan
completamente los péptidos de menor tamafo, gracias a una separacion
progresiva de los aminodacidos terminales, produciendo aminoacidos libres. Se
han aislado y purificado una gran variedad de aminopeptidasas de
microorganismos iniciadores, (Tan et al., 1990; Fernandez de Palencia et al., 1997a;
Fernandez-Espla et al., 1997; Shao et al., 1997; Williams y Banks, 1997).

En general estas peptidasas presentan una alta especificidad hacia los
enlaces peptidicos que contienen prolina, por lo que ejercen un papel

fundamental en la proteolisis, al ser la caseina muy rica en este aminoacido.

Los péptidos formados tras la degradacion de las proteinas durante su
maduracién, pueden desarrollar distintos sabores a los quesos (clasificados como
agrio, dulce, salado, a pescado y amargo), a pesar de que en muchos casos, mas
que actuar como compuestos determinantes de un sabor, contribuyen al espectro
global del gusto. Ademas, la contribucién de los péptidos al sabor del queso

puede ser agradable o desagradable, dependiendo del tipo de péptido que
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predomine, y sobre todo de los aminoacidos terminales de su cadena peptidica

(Scott, 2002) que pueden ser cambiantes conforme transcurre la maduracién.

Por ejemplo, se conoce que pueden aparecer defectos de amargor en los
quesos, asociados generalmente con la presencia de polipéptidos con alto
contenido en péptidos hidrofdbicos (Vartam y Sutherlan, 1995). Pero también, que
los péptidos formados por Leu- Leu -Tyr, Ala-Trp-Phe-Lis-Arg o Phe-Phe-Val-
Ala-Pro, poseen todos este sabor. Si se produce la escision del aminoacido
terminal por las enzimas, se eliminaria el sabor, haciendo que un queso, que en

una fase es amargo, no lo sea cuando esta totalmente maduro.

En muchas circunstancias, la formacién de estos péptidos amargos se
reconoce facilmente como un defecto, pero el sabor amargo y astringente, cuando
no es muy intenso, puede también considerarse como una contribucion positiva a

la calidad organoléptica del queso.

Los productos finales de la proteolisis son los aminodacidos libres. Estos
aminodcidos pueden sufrir distintas reacciones catabdlicas (de descarboxilacidon,
desaminacion, transaminacion, desulfuracién y de hidroélisis de la cadena lateral
del aminodcido), para posteriormente, a partir de los aldehidos formados,
transformarse en alcoholes o acidos (Hemme et al., 1982; Fox y Wallace, 1997), que

son compuestos, en parte responsables, del flavor del queso.

Ademas, los aminodcidos libres pueden correlacionarse linealmente con el
tiempo de maduracion, indicando, hasta cierto punto, el estado de maduracién
del queso (Fernandez-Salguero, 1978a; McSweeney y Fox, 1997; Verdini et al.,
2002; Scott, 2002). De hecho, existen estudios en los que se han afadido
aminodcidos al queso Cheddar con objeto de acelerar la maduracién, mejorando

su textura y su flavor (Wallace y Fox, 1997).

Cada uno de los aminodcidos presentes en el queso es responsable de ciertas
particularidades que aparecen en el mismo. Asi por ejemplo, una elevada
cantidad de GABA se relaciona con una baja calidad del queso, mientras que la
arginina seria responsable de aportar sabores amargos, o la prolina, el flavor

dulce.

El perfil aminoacidico de los quesos durante su maduracion puede ofrecer

cierta informacion sobre las caracteristicas de la leche de partida, los parametros
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tecnoldgicos de elaboracion del queso, los microorganismos originalmente
presentes en la leche, el tipo de cultivo iniciador utilizado y las condiciones de
maduracion. De esta manera el patrén especifico de aminoacidos libres puede ser
usado para caracterizar e identificar las distintas variedades de queso (Giraudo et
al., 2002).

Fox y Wallace (1997) llegaron a la conclusiéon de que no existia una
correlaciéon entre la concentracion de aminodcidos libres y el sabor del queso, ya
que diferentes tipos de quesos con sabores distintos, presentaban proporciones
relativas de aminodacidos muy similares. Sin embargo, Broome et al. (1990)
consideran que la proporcion relativa de aminoacidos respecto del total es un
factor importante en el desarrollo del sabor tipico del queso. En consecuencia, se
podria decir que los aminoacidos no intervienen directamente en el flavor del
queso, pero si lo hacen indirectamente, ya que sobre todo los aminoacidos de
cadena ramificada, aromadticos y sulfurados, al ser metabolizados por los
microorganismos durante la maduracion, generan compuestos volatiles
aromaticos, como aldehidos, 4cidos, alcoholes, ésteres, y tioles (Engels y Visser,
1996).

Otros compuestos que se pueden producir durante la proteolisis, como
consecuencia de descarboxilacion de aminoacidos por determinadas especies de
bacterias lacticas, son las aminas biégenas como la histamina, tiramina, putrescina
y cadaveriana (Ordoénez et al., 1997; Leuschener et al., 1998; Walstra et al., 2001).

Estos compuestos son responsables de cuadros de intoxicacion
caracterizados por sintomas como el dolor de cabeza o mareos. Su produccion es
mayor en quesos madurados elaborados con leche cruda, ya que presentan
mayores tasas de microorganismos descarboxilantes en comparacién con los

elaborados a partir de leche pasterizada.

Para cuantificar los péptidos y los aminodacidos en el queso se van a utilizar
técnicas de cromatografia. Las mas empleadas son la cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (RP-HPLC) y la cromatografia de intercambio iénico, si
bien han sido también utilizadas otras como, la cromatografia en papel (Kuchroo
y Fox, 1982b), la cromatografia en capa fina sobre gel de silice (Kuchroo y Fox,
1982b; Edwards y Kosikowski, 1983; Visser et al., 1983a) y cromatografia en

columna en distintos medios (Kuchroo y Fox, 1983a).
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La RP-HPLC se ha utilizado para el estudio de la proteolisis en quesos, ya
que permite mostrar la evolucion de los péptidos, asi como, la proporcion de
péptidos hidrdfilos y péptidos hidréfobos durante la maduracion, encontrando
que cada variedad de queso presenta un perfil peptidico tipico (Gonzalez de
Llano et al., 1995; Uceda et al., 1994a; Gaya et al., 2003; Poveda et al., 2006). Los
péptidos hidrofobos pueden ser responsables del sabor amargo en determinadas

variedades cuando se encuentran en proporciones elevadas (Fallico et al., 2005).

Se han realizado multitud de trabajos que estudian la influencia de
determinados pardametros empleados en la elaboracion del queso, sobre la
evolucion del perfil peptidico del mismo durante la maduracion. Por ejemplo: el
empleo de diferentes tipos de coagulantes (Picon et al., 1996; Gaya et al., 1999;
O'Mahony et al., 2003; O’Sullivan et al., 2005; Rossano et al., 2005; Pino, 2007;
Galan, 2008); el tipo de leche empleada y sus mezclas (Mallatou et al., 2004); los
cultivos iniciadores afiadidos a la leche (Hynes et al., 2003; Poveda et al., 2004;
Hayaloglu et al., 2005); la influencia de la pasteurizacion de la leche (Lau et al.,
1991); la utilizacién de altas presiones (Trujillo et al., 2002; Saldo et al., 2002) o el
método de salado empleado (Pavia et al., 1999). Muchos de estos autores aplicaron
analisis estadisticos como el andlisis multivariante o Analisis de Componentes
Principales (ACP) a los valores de altura o area de los picos obtenidos en el
cromatograma para discriminar entre quesos y determinar qué picos contribuyen

a dicha discriminacion.

De la misma manera, existen numerosos estudios sobre el pertil
aminoacidico del queso y su evolucion durante la maduracién (Verdini et al.,
2002; Munoz et al., 2003; Poveda et al., 2004; Hayaloglu et al., 2005), a los que
también, se puede aplicar el andlisis multivariante para discriminar entre quesos
atendiendo a los valores de concentracién de sus aminodacidos, asi como, para

determinar que aminoacidos contribuyen a dicha discriminacién.
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1.4. MICROBIOLOGIA DEL QUESO

1.4.1. Calidad microbiolégica de la leche destinada a la elaboracién de queso

La mayoria de los accidentes y defectos del producto final observados en
queseria estan relacionados con deficiencias de la leche utilizada en su
elaboracion. Se considera que una leche destinada a la elaboracion de queso es de
buena calidad cuando contiene baja carga microbiana y escaso o nulo nimero de

gérmenes tecnoldgicamente indeseables (Tornadijo et al., 1998).

La leche destinada a la elaboracion de quesos puede contener
microorganismos saprofitos (Lactobacillus, Streptococcus ldcticos y micrococos)
procedentes de la ubre y de los conductos galactoforos, que hacen que
dificilmente los recuentos bajen de los 5x10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml, incluso extremando las medidas higiénicas. Por este motivo es
importante primar al ganadero, estimuldndolo a que mejore o mantenga la

calidad microbiolodgica de la leche desde el ordefio.

A parte de estos microorganismos, la leche puede ser vehiculo de otros
patdgenos para el hombre que pueden ser eliminados por animales con mamitis,
como es el caso de Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Corynebacterium
pyodgenes, o Pseudomonas uberis entre otros; o bien enfermos como Mycobacterium

tuberculosis, Salmonella, o Escherichia coli enteropatogeno.

Para evitar esto, el método generalizado que se utiliza en las ganaderias
para controlar la proliferacion microbiana de la flora mesoéfila va a ser la
refrigeracion de la leche antes de procesarla. Pero como esta refrigeracion no evita
la multiplicacion de la flora psicotrofa presente en la leche cruda, varios autores
han ido presentando diferentes métodos para evitar esta proliferacién microbiana.
Asi, Espie y Madden (1997) y Ruas-Madiero et al. (1998) propusieron el
tratamiento de la leche refrigerada con CO:; mientras que Caro y Mateo (2000)
apuntaron someter la leche a una terminacién o a la preinoculacion con cultivos
lacteos productores de perdxidos. Pero sin duda alguna, la pasteurizacion de la
leche de queseria es el método mas eficaz para eliminar los microorganismos
perjudiciales, asi como para controlar la carga microbiana que presenta la leche,
ya que hay estudios que determinan que tras este tratamiento los recuentos de

aerobios mesofilos totales se pueden reducir en un 90%, y que ademas, se
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destruyen los microorganismos patdgenos, como coliformes y la mayoria de las

bacterias psicotrofas (Burton, 1996).

Es conocido que los microorganismos autoctonos de la leche, son los
principales responsables de las propiedades sensoriales especificas de los
diferentes tipos de quesos elaborados con leche cruda (Ballesteros et al., 2006;
Ortigosa et al., 2004). A pesar de esto, hoy en dia existen muchas variedades de
quesos elaborados con leche pasteurizada, ya que este tratamiento va a permitir la
estandarizacion de los procesos de fabricacion de quesos y la mejora de su calidad

higiénica y sanitaria (Calvo et al., 2007).

Sin embargo, la pasteurizacion de la leche puede tener repercusion en los
cambios bioquimicos que ocurren durante la maduracion de los quesos (Albenzio
et al., 2001), ya que reduce la microflora autoctona de la leche, cuya actividad
enzimatica no siempre va a poder ser sustituida de manera satisfactoria por las
bacterias presentes en las bacterias del cultivo iniciador. También produce una
destruccion parcial de la flora madurativa, y la inactivacion total de diversas
enzimas como el complejo plasmina/plasmindgeno (Benfeldt et al., 1997),
catepsina D (Larsen et al., 1996) lipasas lipoproteicas (Andrews et al., 1987) y
fosfatasa alcalina (Griffiths, 1986).

Es comunmente conocido el uso de cultivos iniciadores comerciales en la
elaboracion de queso de leches pasteurizadas, o incluso en quesos de leche cruda
para obtener un mayor grado de control sobre los procesos de fermentacion
(Herreros et al., 2007). De hecho, las bacterias de los cultivos iniciadores usados en
la elaboracion de queso tienen como atributos importantes, la actividad

proteolitica y la produccion de acido (Ballesteros et al., 2006).

La utilizacién de estos cultivos en leche pasteurizada, tal y como se ha
mencionado con anterioridad, puede influenciar significativamente las
propiedades fisicas, quimicas, bioquimicas y sensoriales de los quesos, sobre todo
en relacidn a los elaborados con leche cruda. De hecho, autores como Fernandez-
Garcia et al., 2002a; Ortigosa et al., 2001 o Shakeel-Ur-Rehman et al., 2000 entre
otros, constataron que los quesos elaborados a partir de leche pasteurizada tenian
sabores suaves y carecian del sabor caracteristico que presentaban los quesos
elaborados con leche cruda. Y, segan Powell et al. (2002), los quesos elaborados

utilizando cultivos iniciadores que contengan una o mas cepas de Lactococcus,
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normalmente tienen una textura uniforme, debido a la conocida actividad

bioquimica de su microflora durante la elaboracion y maduracion del queso.

1.4.2. Caracteristicas microbiolégicas del queso

Los microorganismos en el queso contribuyen en gran medida al desarrollo
de sabores, aromas y caracteristicas fisicas deseables que aparecen principalmente

durante su maduracion.

Ademas, son responsables de la presencia de sabores extrafios y defectos
fisicos, asi como de la aparicién de procesos patoldgicos en el hombre. La leche y
los productos lacteos, como el queso, han sido considerados histéricamente
alimentos seguros (Kosikowski y Mistry, 1997). No obstante, en los afios 80
surgieron un gran namero de publicaciones en torno a los problemas ocasionados
por Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Streptococcus spp. en
queso (Johnson et al., 1990), que hicieron imprescindible la implantacion del
sistema de Anadlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control en leche y queso
(Varnam y Sutherland, 1995; Serrano et al., 1997a; Mauropoulos y Arvanitoyannis,

1999), para asegurar la calidad higiénica de los productos lacteos.

A continuacién se describen brevemente los principales grupos bacterianos

de relevancia en la calidad y seguridad del queso.
1.4.2.1. Bacterias aerobias mesofilas

La mayoria de los microorganismos patdégenos que dan lugar a
enfermedades son mesdfilos, de ahi que se justifique la utilidad del estudio de los
recuentos de microorganismos viables totales en los productos lacteos. Su
aparicion se corresponde con una contaminacién excesiva de la materia prima y/o
una elevada proporcion de microorganismos termorresistentes, indicativa de
tratamientos térmicos insuficientes, recontaminaciones posteriores a los
tratamientos térmicos o incrementos de la temperatura durante la conservacion

de productos lacteos refrigerados.
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1.4.2.2. Bacterias dcido-ldacticas (BAL)

El grupo de bacterias lacticas o bacterias del acido lactico fue definido por
Orla-Jensen en 1919, quién reunié diversos géneros caracterizados por su
capacidad de fermentar glucidos produciendo acido lactico, separandolas de las
bacterias productoras de 4acido propidnico. Asi, quedaron divididas en
homolacticas, cuando practicamente el tnico producto formado era el acido
lactico y heterolacticas si existian productos de fermentaciéon diferentes, tales
como el acido acético, etanol o anhidrido carbonico. Més tarde se clasificarian las
bacterias lacticas en los géneros: Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactobacillus y Bifidobacterium. A la vez, Schleifer et al. (1985), sugirieron separar
dentro del género Streptococcus, los estreptococos lacticos mesofilas, creando el
género Lactococcus y los estreptococos fecales (o D de Lancefield) como el género
Enterococcus (Schleifer y Kilpper-Balz, 1987).

Desde el punto de vista de la tecnologia quesera, la flora lactica de interés
presente en la leche cruda puede reducirse fundamentalmente a 3 géneros

(Branger, 1992): Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc.

Por otra parte, los microorganismos iniciadores en cepas mixtas usados en
la elaboracién de los quesos pertenecen principalmente al género Lactobacillus o
Lactococcus, de las cuales L. Lactis subsp.lactis o L. Lactis subsp. cremoris son las

mas habituales y utilizadas en la elaboracion de quesos (Hayaloglu et al., 2005).

Estos géneros se encuentran clasificados actualmente, segiin el Manual
Bergey, dentro del Orden II “Lactobacillales”, Familia I Lactobacillaceae, Genus I
Lactobacillus y Orden II “Lactobacillales”, Familia VI Streptococcaceae, Genus II
Lactococcus.

El papel principal de las BAL es llevar a cabo la acidificacion inicial de la
leche, produciendo 4acido rdpidamente (Cogan et al., 1997). A pesar de esto,
también contribuyen indirectamente a la sinéresis de la cuajada, a la expulsion del
suero, a la solubilizacién del calcio micelar, o a importantes procesos como la
lipdlisis o la proteolisis, jugando un papel primordial en la liberacion de
componentes especificos responsables del desarrollo del flavor de los quesos
(Herreros et al., 2003).
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A pesar de que la informacion acerca de la contribucién de las BAL a la
lipdlisis sea mas bien escasa, se conoce que algunas especies de BAL son capaces
de hidrolizar la grasa de la leche y algunos triglicéridos (Gobbetti et al., 1997).
Estos productos seran el sustrato sobre el que actuaran las lipasas y esterasas de
las bacterias lacticas que no pertenecen a los cultivos iniciadores (BALNS), que en

mayor o menor medida, participaran en el desarrollo del aroma del queso.

En relacion a la contribucion de las BAL a la proteolisis de los quesos, ésta
se produce porque pueden degradar los péptidos de tamano grande y medio. De
hecho, algunas especies poseen proteinasas asociadas a la pared celular que
preferiblemente hidrolizan las caseinas, para que posteriormente, los péptidos
libres de estas caseinas sean hidrolizados a pequefios péptidos y aminoacidos
libres por las peptidasas del interior de dichas células (Herreros et al., 2003).

En la mayoria de los quesos, los agentes desencadenantes de la acidificacion
son los Lactococcus, que son los microorganismos mas abundantes en los 2 6 3
primeros meses, pero su crecimiento disminuye, mientras que Lactobacillus parten
de una tasa mas baja y su aumento es mas lento pero progresivo, y suelen superar
a los 6-7 meses a los primeros, debido a que son mucho mas resistentes que éstos

a pH acidos.

Lactococcus spp es un género creado para agrupar a los estreptococos lacticos

mesdfilos, ampliamente utilizado en la industria quesera.

En él se incluyen especies homo y heterofermentativas, que producen acido
L-lactico a partir de glucosa. También pueden producir diacetilo, con lo que se

mejoran las caracteristicas organolépticas de quesos y mantequillas.

Puesto que todos son mesdfilos, sélo es adecuado su uso como iniciador en
aquellos quesos en los que la temperatura de obtencion de la cuajada no sea
superior a 40°C. La accién de estos microorganismos es fundamentalmente
proteolitica dando lugar a oligopéptidos y aminodcidos libres. La especie de
Lactococcus mas cominmente aislada en la leche y los quesos fabricados con leche
cruda de oveja (Macedo et al., 1995) es el Lactococcus lactis subsp. lactis que suele
aparecer en simbiosis con el Lactococcus lactis subsp. cremoris ya que fermenta
varios azucares, es ligeramente mads resistente a la sal (inferiores a 6,5%) y

sobrevive a temperaturas mas altas, 40°C.
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La fermentacion inicial en el queso se debe al Lactococcus lactis subsp. lactis
o al Lactococcus lactis subsp. cremoris o a los dos juntos, siendo el L. lactis subsp.
cremoris el mas destacado por distintos autores como desencadenante inicial de la
acidificacion. Se encuentran con regularidad y en gran nimero en las primeras
etapas de la fabricacién, creando el ambiente acido necesario para el crecimiento
de los Lactobacillus (Ordofiez, 1987). El 90% de los cultivos iniciadores de tipo

mixto contienen Lactococcus (Jay, 1994).

La combinacién del L. lactis y L. cremoris es muy usada en el caso de la
fabricacion de quesos duros. El L. cremoris proporciona la forma consistente, el
aroma y el sabor adecuado libre de aromas anémalos, mientras que el L. lactis
permite reducir el tiempo de maduracion. Finalmente, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, se caracteriza frente a los dos anteriores en que junto a Leuconostoc
son las unicas bacterias lacticas capaces de metabolizar el citrato rindiendo
diacetilo y acetato, sustancias responsables del aroma de quesos frescos y en

menor medida de los madurados (Varnam y Sutherland, 1995).

El Lactococcus salivarius subsp. Thermophilus, conocido actualmente como
Streptococcus thermdphilus, no se desarrolla a temperaturas inferiores a los 18°C,
aunque pueden crecer hasta los 50°C y sobrevivir a la pasterizacion a 74°C. Para
su destruccion es necesario utilizar temperaturas de 90°C durante veinte
segundos. Su velocidad de fermentacion es muy alta y su actividad proteolitica
suele ser también alta. A menudo se encuentra en simbiosis con los Lactobacillus
ya que necesita para su desarrollo los productos de hidrdlisis de la caseina que le
son proporcionados por estos. El S. thermophilus proporciona acido féormico que
estimula el crecimiento en simbiosis del Lactobacillus bulgaricus quien crece en
segundo lugar, mientras que éste por su actividad proteolitica produce valina que
a su vez es un estimulante del primero. Ambos microorganismos crecen

proporcionando niveles de dcido mucho mas radpidamente.

Leuconostoc spp. son bacterias lacticas de crecimiento muy rapido. Suelen ser
predominantes al inicio de la maduracién, aunque son reemplazados
gradualmente en los quesos por los Lactobacillus, mucho mads resistentes a la
acidez (Mossel y Moreno, 1985). Realizan una fermentacion alcohdlica con
formacién de diacetilo y dioxido de carbono y normalmente se utilizan junto a L.

lactis subsp. diacetylactis. Son poco acidificantes y metabolizan el citrato.
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1.4.2.3. Enterococcus (Streptococcus del grupo D de Lancefield)

Enterococcus son bacterias afines a las lacticas. De hecho se encuadraban
dentro del género Streptococcus, hasta que se separaron los llamados enterococos

fecales en su propio género Enterococcus o del grupo D de Lancefield.

Son bacterias dotadas de gran actividad proteolitica, lo que a veces confiere
al queso algunos defectos en el flavor. La presencia de este grupo en los
productos lacteos estd considerada como un indicativo de unas condiciones
higiénicas insuficientes durante la produccidén y el procesado de la leche, asi como
de contaminacion fecal (Cuesta et al., 1996). Son microorganismos que crecen en
los medios mas resistentes, siendo capaces de sobrevivir en amplios rangos de
temperatura y de concentraciones salinas y acidas, por lo que su presencia en
queso no es extrafa (Sanchez et al, 1995; Macedo et al., 1995). Su poder
acidificante, su capacidad para utilizar los citratos y su actividad proteolitica,
lipolitica y esterolitica, los convierte en microorganismos muy interesantes
tecnoldgicamente (Menéndez et al., 1999b). No obstante, en los ultimos afos se
han aislado cepas enterotoxigénicas de Enterococcus (Cantoni y Bersani, 1988), y se
piensa que pueden producir aminas biodgenas (Celano et al., 1996). Existen
numerosos estudios, en ocasiones contradictorios, acerca de los efectos de la
inclusion de Enterococcus en cultivos iniciadores en queseria, donde se describen
efectos positivos, ausencia de efectos o efectos negativos (Jensen et al., 1975, Vema
y Anand 1989; Centeno ef al., 1996a y 1999).

1.4.2.4. Lactobacillus

En la mayoria de los quesos los agentes desencadenantes de la acidificacion
son los lactococos lacticos, que son los microorganismos mas abundantes en los 2
0 3 primeros meses, pero su crecimiento disminuye, mientras que Lactobacillus
parten de una tasa mas baja y su aumento es mas lento pero progresivo, y suelen
superar a los 6-7 meses a los Lactococcus, debido a que son mucho mas resistentes

que estos a pH acidos.

Los Lactobacillus son bacterias lacticas con gran actividad peptidasa. La
actividad aminopeptidasa es especialmente alta en Lactobacillus helveticus, aunque

no existe mucha diferencia entre la actividad caseinolitica y dipeptidasa entre
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Lactobacillus helveticus, L. lactis spp. y L. bulgaricus spp. (Atlan et al., 1989). Se han
identificado algunas peptidasas con actividad especifica del L. casei NCDO 15 y

de algunas especies de L. plantarum.

La presencia del Lactobacillus casei durante toda la maduracion de algunos
quesos duros y su sistema proteolitico han sugerido un papel importante en el
desarrollo del flavor en estos quesos (Broome y Hickey, 1991; El Abboudi et al.,
1992; Macedo et al., 1993 y 1995; Bosi et al., 1993).

1.4.2.5. Coliformes

La presencia de coliformes en queso puede conducir a la aparicién de
fendmenos de hinchazdén precoz, por generacién de gas consecuencia de una
fermentacion mixta de la lactosa, que ademas produce acido lactico, acido acético,
etanol, CO: y Ha.

Representan un grupo de bacterias gram negativas de origen entérico, por

lo que se utilizan como indicadores de contaminacion fecal.

En general, se puede decir que altos recuentos de este grupo bacteriano

representa una manipulacién y elaboracién del queso inadecuadas.

Los coliformes son los microorganismos menos resistentes a las condiciones
adversas, y dado su caracter termoldbil se destruyen facilmente con la

pasteurizacion.
1.4.2.6. Levaduras y Mohos

El crecimiento de levaduras en los alimentos tiene lugar por la existencia de
unas condiciones menos favorables para el crecimiento de las bacterias como son
el pH acido, bajas temperaturas de almacenamiento, baja aw y contenidos mas o

menos elevados de sal y azticares.

Especies como Kluiveromyces lactis y K. fragilis fermentan la lactosa con
elevada produccion de gas, pudiendo ocasionar problemas de “hinchazén
precoz”, dando lugar a cuajadas con aberturas y olor caracteristico a alcohol
avinagrado, levadura de pan o manzana fermentada (Garcia-Fontan et al., 1999).

Ademas se puede producir un abundante crecimiento de levaduras sobre la



84 ADELA ABELLAN GUILLEN

superficie del queso provocando la aparicion de una corteza viscosa, de aspecto

multicolor y rosaceo.

Los mohos crecen bien a valores de pH de 5,0 e incluso a valores alrededor
de 0,75 de aw, de modo que generalmente sustituyen a las bacterias en este tipo
de condiciones (ICMSF, 1985). Estos microorganismos pueden deteriorar el
alimento, producir gran cantidad de micotoxinas e infecciones y reacciones
alérgicas debido a sus antigenos, aunque también se han usado en el campo de la

biotecnologia, junto con las levaduras en fermentaciones industriales.

En algunos quesos, la presencia de especies como Penicillium caseicolum, P.
camembertii, P. candidum, P. roqueforti y otros, se considera fundamental en la
obtencion de variedades con caracteristicas organolépticas muy peculiares como
los quesos de vena azul (maduracién interna) y los madurados con mohos

superficiales.

La alteracion producida por mohos suele ir acompanada de una lipolisis y
proteolisis intensa y suele estar producida por los géneros Penicillium en un 60%-

80% de los casos y Aspergillus (Varnam y Sutherland, 1995).

En los quesos, los hongos se multiplican con bastante lentitud, de forma que
otros microorganismos pueden deteriorar el queso antes de que el
enmohecimiento sea evidente, sin embargo especies como Penicillium y Mucor son

muy comunes en la superficie.
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1.5. ANALISIS SENSORIAL

La aceptabilidad de un alimento esta condicionada por una serie de
sensaciones complejas que percibe el consumidor y que en tltima instancia van a
ser las que influyan en la decisiéon de su eleccion. De manera que, el que se acepte
un determinado alimento va a depender de la sensacion de agrado y satisfaccion
que éste produzca al ser consumido, asi como por la capacidad nutricional del

mismo (Pagliarini et al., 1991).

La apreciacion de los alimentos se produce fundamentalmente a través
de la percepcion sensorial, a pesar de disponer de procedimientos analiticos
instrumentales. Esto se debe a que el anadlisis fisico-quimico de un alimento va a
aportar informacién parcial sobre la naturaleza del estimulo que percibe el
consumidor, pero no sobre la sensacidén que éste experimenta al ingerirlo (Costell
y Duran, 1981). Por este motivo, los cientificos son cada vez mas conscientes de la
necesidad de potenciar los métodos analiticos basados en dicha apreciacion
sensorial, que en definitiva son los mas adecuados para la valoracién final de la

calidad de los alimentos.

Es, por tanto, de vital importancia, definir objetivamente la calidad de un
producto, siendo las caracteristicas sensoriales las mds importantes y a la vez las

mas dificiles de evaluar objetivamente.

La evaluacion de la calidad sensorial de los alimentos cada dia cobra mas
importancia en la industria alimentaria, dadas las exigencias del mercado
competitivo actual y su repercusion en el desarrollo de cualquier empresa o
entidad productora. Se le reconocen gran cantidad de aplicaciones como el
control de calidad, el desarrollo e investigacion de nuevos productos con

caracteristicas organolépticas diferentes, las preferencias del consumidor, etc.

De ahi la importancia del analisis sensorial de los alimentos que en general
puede definirse como una disciplina cientifica usada para evocar, medir, analizar
e interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de los alimentos que se
perciben por los sentidos de la vista, el oido, el olfato, el gusto y el tacto. Es por
este motivo que el principal instrumento para realizar la evaluacioén sensorial van

a ser personas perfectamente entrenadas (Chamorro, 2002).
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Como se considera que el aparato sensorial humano muestra grados de
variacion de sensibilidad de persona a persona, que cada mundo individual de
sensaciones es muy diferente dependiendo del nivel de desarrollo, y que la
sensibilidad puede ser influenciada facilmente por circunstancias externas o del
medio, uno de los mayores problemas asociados al analisis sensorial de los
alimentos es conseguir que la respuesta humana sea precisa y reproducible. El
control de las condiciones, tanto del entorno y de las muestras a analizar, como de
los sujetos participantes en las pruebas sensoriales, facilitara la obtencion de unos

resultados objetivos.

1.5.1. Aplicacién del analisis sensorial en queso

La realizacién del andlisis sensorial de una forma racional va a permitir
conocer la preferencia, aceptacion y el grado de satisfaccion de los consumidores,
asi como determinar la posible diferencia entre los caracteres sensoriales de los
quesos y describir exhaustivamente los distintos descriptores de un queso
(Chamorro, 2002). Asi pues, la planificacion de las pruebas, para conseguir los
objetivos anteriores y su eleccion, constituye una etapa importante para valorar

las impresiones recibidas durante la cata.

Las caracteristicas organolépticas del alimento determinan el atractivo que
este ejerce sobre el consumidor. El aspecto del queso (apariencia), su textura y sus
caracteristicas organolépticas estimulan el sentido de la vista, del oido, tacto,

olfato y gusto, provocando reacciones mas o menos intensas de deseo o rechazo.

Aplicar correctamente este andlisis sensorial nos va a permitir obtener
informacién de gran interés, como la caracterizacion basica y especifica de los
diferentes tipos de quesos de los ambitos de las Denominaciones de Origen
Protegidas, validacion de las técnicas instrumentales para el control de la calidad
y las defensas de sus particularidades frente a las imitaciones y, finalmente, la
investigacion de las preferencias de segmentos de mercado, que incluyen la

eleccion, aceptaciéon y consumo (COST 95, 1999).

La calidad organoléptica de un queso se refiere a los atributos que posee y
que son perceptibles por los o6rganos de los sentidos, pudiendo evaluarse de
forma objetiva por métodos instrumentales, o bien directamente a través de

métodos sensoriales que emplean al hombre como instrumento de medida.
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El conjunto de pruebas utilizadas para la caracterizacion sensorial del queso
se distribuyen en tres grupos: hedoénicos, discriminantes y descriptivos. De todas
ellas se pueden destacar el Andlisis Descriptivo Cuantitativo (Benedito et al., 2000;
Brito et al., 2003) en el que hay que establecer exactamente los términos
(descriptores) que se van a utilizar para definir cada una de las sensaciones
percibidas (Guerra et al., 1999).

Actualmente se pretenden medir las caracteristicas sensoriales del queso
mediante andlisis instrumental, por considerarlas mas objetivas y reproducibles.
Asi por ejemplo, se analiza la fraccion volatil del queso para definir cualitativa y
cuantitativamente el aroma y el olor del mismo, mediante técnicas
cromatograficas (Mulet ef al., 1999; Paleari et al., 2008; Hayaloglu, 2007; Sheehan et
al., 2009; Thierry et al., 1999) o incluso la nariz electrénica (Zannoni, 1995; Barron
et al., 2005). El color del queso se puede medir por métodos de reflactancia (Rohm
y Jaros, 1997ay b) o por espectrocolorimetria (Frau ef al., 1999). Pero sin duda son
los parametros de textura del queso (cohesividad, dureza, elasticidad, o
adhesividad entre otros) los mas medidos instrumentalmente (Lane et al., 1997;
Lobato-Calleros ef al., 1997; Ibanez et al., 1998).

Actualmente, los métodos sensoriales estan bien definidos y se puede llegar
a considerar que la evaluacién sensorial tiende a convertirse en una disciplina
cientifica, en la que principalmente se utilizan los sentidos corporales, pero que
también necesitan de medios matematicos como la estadistica, que permitan
traducir las percepciones a nimeros o datos cuantificables (Sancho y Bota, 2001).
De esta manera, técnicas estadisticas de analisis bivariante (andlisis de correlacion
o de regresion simple) y/o multivariante (andlisis de componentes principales,
analisis cluster, o discriminante, entre otros), son de gran utilidad a la hora de
estudiar las correlaciones que pueden establecerse entre las caracteristicas

sensoriales, fisicas y/o quimicas del queso.

Cuando interesa detectar diferencias entre muestras, lotes, o tratamientos
(Analisis de diferencias significativas), se realizan pruebas cualitativas mediante
métodos paramétricos (ANOVA, MANOVA), o pruebas cuantitativas mediante
comparaciones multiples (Pruebas de Duncan, Fisher, Scheffe o Tukey) (Barcina,
1997). Un adecuado uso de la estadistica puede permitir obtener relaciones entre

las variables instrumentales y sensoriales, que puede contribuir a adaptar el
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producto a la demanda del consumidor y establecer sistemas de control de
calidad. Cada vez es mas frecuente la utilizacion de técnicas de andlisis

multivariante en estudios relacionados con el queso (Piggott y Hunter, 1999).

Las caracteristicas organolépticas de los quesos se forman como
consecuencia de una serie de mecanismos, la mayor parte enzimaticos, que
transforman los distintos componentes de la cuajada (proteinas y lipidos
principalmente) y gracias a los cuales se forman numerosas moléculas olorosas
y/o sapidas, cuya proporcion y en una cierta medida su naturaleza, varia segtin la

tecnologia empleada.

Existen en la bibliografia diversos estudios que relacionan atributos
sensoriales con caracteristicas fisico-quimicas de los quesos (Pagliarini et al., 1997;
Lucey, 2003; Kaminarides et al., 2006; Tejada et al., 2007; Brickley et al., 2008;
Rogers et al., 2009; o De Rensis, 2009, entre otros). También, trabajos que analizan
el desarrollo de los atributos sensoriales del queso a través del tiempo, mediante
el andlisis de los componentes principales, (Tejada, 2001; Kraggerud et al., 2008;
Pino et al., 2009); y trabajos, en los cuales se establecen diferencias sensoriales
entre quesos elaborados con diferentes tipos de cultivo iniciador (Gaborit et al.,
2001; Barcenas et al., 2003 o Pappa et al., 2006); y entre quesos elaborados con leche
pasteurizada y leche cruda (Mendia et al., 1999; Ginzinger et al., 1999; Ortigosa et
al., 2001).

Por ultimo, otros factores que afectan a las caracteristicas sensoriales del
queso va a ser el tipo de coagulante ensayado. En este sentido existen estudios en
quesos de Los Pedroches elaborados con coagulante vegetal y con cuajo animal
(Sanjuan, 1992; Vioque, 2002; Tejada et al., 2007), y en queso de oveja “tipo

manchego” elaborado con dos tipos de coagulantes (Prados et al., 2007).
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2. PLANTEAMIENTOS Y OBJETIVOS

2.1. PLANTEAMIENTOS

El aumento de la producciéon de leche de cabra Murciano-Granadina, el
auge que en los ultimos afos ha tenido la produccién artesanal de queso en la
Regién de Murcia, y la reciente obtenciéon de la Denominacién de Origen
Protegida para el queso de cabra de la Region, justifican el establecimiento de
parametros que definan la calidad del queso de cabra, asi como el desarrollo y
aplicacion de nuevas tecnologias queseras. Todo ello encaminado a la obtencion

de un producto que resulte homogéneo a la vez que atractivo para el consumidor.

El queso de cabra de Murcia, por su alta calidad y sus excelentes y
peculiares caracteristicas organolépticas, se ha convertido en un producto muy
apreciado en el mercado regional y nacional representando el 30% y el 65% de las
ventas totales, respectivamente. Gracias al apoyo del Gobierno Regional, también
empieza a ser conocido en el extranjero exportandose de forma estable a Estados

Unidos, Alemania e Italia fundamentalmente.

A pesar de su relevancia comercial y econdmica no existia ningtn estudio
que revelara las caracteristicas fisico-quimicas, bioquimicas, microbiologicas y
sensoriales del queso de Murcia. Asi, en una amplia revision bibliografica de los
quesos de cabra espafioles, realizada por Franco et al. (2001), tan solo se dio una
descripcion de esta variedad de queso y de su proceso de elaboracion, al no existir

datos sobre sus caracteristicas bioquimicas y microbioldgicas.

En la literatura cientifica tan solo se han detectado diversos trabajos
referidos a la caracterizacion quimica de la leche de la cabra Murciano-Granadina,
a la mejora cualitativa y cuantitativa de la produccién lechera por seleccion del
ganado, al efecto del periodo de la lactacion sobre la capacidad quesera de la
leche de cabra, y a parametros comerciales y de fabricacion del queso de cabra en
Murcia (Falagan et al., 2000; Serradilla et al., 2001; Lopez et al., 1999; Luna et al.,
1996).
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La aplicacion de una adecuada tecnologia de fabricacion de los quesos o los
intentos de mejora de su calidad (uniformidad, aspecto, aceptabilidad general,
etc...) exige un profundo conocimiento de sus caracteristicas fisico-quimicas,

bioquimicas, microbioldgicas y organolépticas.

En el empefnio de incrementar el éxito comercial del queso de Murcia al
Vino, se considera fundamental la diversificaciéon de productos, siempre que se
acojan al Reglamento de la Denominacion de Origen. Asi, seria posible realizar la
coagulacién de la leche por otras enzimas coagulantes diferentes a la quimosina
del cuajo animal, confiriendo al queso unas caracteristicas sensoriales diferentes y

a su vez muy apreciadas.

El coagulante vegetal crudo, obtenido fundamentalmente a partir de flores
de cardos de las especies Cynara cardunculus y Cynara humilis, se ha utilizado con
gran éxito como coagulante de la leche en la elaboracidn de algunas variedades de
quesos de oveja: espafiolas como el queso de los Pedroches (Fernandez-Salguero y
Sanjuan, 1999), el queso de La Serena (Fernandez del Pozo et al., 1988a) o el queso
“Torta del Casar” (Poullet et al., 1991); y portuguesas como el queso Serra
(Macedo et al., 1993b) o el Picante (Freitas y Malcata, 1998). Estos quesos ademas
de presentar unas caracteristicas organolépticas peculiares y muy apreciadas por
el consumidor, que se traduce en una textura mas fina y mayor untuosidad en la
degustacion, asi como en la fortificacion del aroma y sabor, presentan la ventaja
de estar elaborados con proteinasas obtenidas de forma natural, pudiendo

ademas ser destinados al mercado de productos vegetarianos.

Con objeto de resolver los problemas sanitarios y tecnoldgicos que
planteaba la utilizacién de extractos acuosos crudos de las flores del cardo C.
cardunculus, se desarrolld y patenté un producto liofilizado como coagulante
vegetal (Fernandez-Salguero et al.,, 2000). La obtenciéon de este coagulante
estandarizado e higiénico permite la elaboracion de partidas de queso de leche de
oveja mas uniformes, mejorando su calidad microbioldgica, sin modificar
significantemente las caracteristicas bioquimicas, fisico-quimicas y sin que se
pierdan las excelentes cualidades sensoriales que caracterizan y diferencian a los
quesos elaborados con coagulante vegetal (Fernandez-Salguero et al., 2002;

Tejada y Fernandez-Salguero, 2003).
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La utilizacion del coagulante vegetal en la elaboracidon de quesos de leche de
cabra aun no estd muy extendida, entre otras causas porque tradicionalmente se
le conferian a estos quesos, de forma totalmente injustificada, un intenso y
desagradable sabor amargo por la acumulaciéon de péptidos amargos. Este
fendomeno tan solo se ha detectado en quesos de leche de vaca elaborados con
coagulante vegetal, donde las ciprocinas actian de forma mas intensa que la
quimosina sobre las regiones voluminosas e hidrofdbicas de la asi-caseina y la b-
caseina hidrolizando todos los enlaces peptidicos y produciendo péptidos
potencialmente amargos (Barbosa et al., 1976; Macedo et al., 1993b; Macedo et al.,
1996). En quesos elaborados con leche de oveja o cabra, debido a las notables
diferencias existentes entre las caseinas de estas especies con respecto a las
caseinas de la leche de vaca, y debido a la especificidad de las cinarasas, la
formaciéon de estos péptidos no es tan patente, no manifestindose tan

intensamente este sabor amargo.

Actualmente, el coagulante vegetal se utiliza de forma incipiente, y exitosa,
en la elaboracion de algunos quesos de cabra del suroeste espafiol, como el queso
Los Ibores. No obstante, los estudios realizados para determinar el efecto de estas
proteinasas vegetales sobre las caracteristicas fisico-quimicas, bioquimicas,
microbioldgicas y sensoriales durante la maduracién de quesos elaborados con
leche de cabra son auin muy escasos. Tan sélo se ha estudiado el efecto del
coagulante vegetal fresco sobre las caracteristicas bioquimicas de una variedad de
queso de cabra portugués obteniendo resultados muy alentadores (Sousa y
Malcata, 1997a y b). Recientemente, Pino (2007) ha estudiado el efecto de la
utilizacion de dos tipos de coagulantes, uno vegetal liofilizado y un cuajo animal,
en la elaboracion de una variedad del queso de Los Pedroches elaborado con
leche de cabra, pero no existen trabajos similares en otras variedades de quesos de

cabra.

Otro de los objetivos de la industria quesera para aumentar sus beneficios
(tanto en el ambito de la tecnologia de elaboracién, como por las ventajas
econdmicas que conlleva) es acortar el periodo de maduracién de los quesos, sin

que la calidad de los mismos se vea afectada.

En la Denominacién de Origen de algunas variedades de queso espafiolas

(Idiazabal, Manchego, Ibores, Murcia al Vino), se permite la elaboracién de
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quesos de diferentes tamafios, comercializdndose los mas pequenos con un menor

tiempo de maduracion.

De hecho, la Legislacion espafiola (Anénimo, 2006) establece que aquellos
quesos con pesos por debajo de 1.5Kg pueden llamarse curados a los 45 dias de

maduracién, mientras que aquellos con pesos superiores necesitarian 105 dias.

El Reglamento de la Denominacion de Origen del queso de Murcia al Vino
permite su comercializacidn en tiempos diferentes dependiendo de su tamano. De
hecho, esta variedad se estd comercializando a partir de los 30 y 45 dias de
maduracion, dependiendo de que se trate de un queso de formato pequefo o
grande. No obstante, no se conocen los efectos que este tamano tiene sobre las

caracteristicas bioquimicas, microbioldgicas, ni sensoriales de los mismos.

Hay pocos trabajos que estudien dicho efecto. Hasta el momento, tan solo se
habia estudiado el efecto del tamafio del queso sobre las caracteristicas
bioquimicas en el queso Canestrato Pugliese (Santoro y Faccia, 1998; Faccia et al.,
2003); un queso muy grande (7Kg) y con elevado tiempo de maduracion (240

dias), en comparacion con la mayoria de variedades de queso existentes.

Para la consolidaciéon en el mercado del queso de cabra de Murcia al Vino se
debe potenciar su calidad y las peculiaridades que lo distinguen, para lo cual es
fundamental realizar una caracterizacion tecnoldgica, bioquimica, microbioldgica

y sensorial del mismo durante su maduracion.

De igual forma, para incrementar su competitividad en el mercado y
mantener una demanda estable es imprescindible el desarrollo de nuevos
productos cada vez mas especializados y diferenciados, como el queso de Murcia
al Vino elaborado con coagulante vegetal liofilizado. Por ultimo, es necesario

determinar cual es el efecto del tamano sobre las caracteristicas del mismo.

2.2. OBJETIVOS

1. Realizar la caracterizacion fisico-quimica, bioquimica, microbioldgica y

sensorial del queso de Murcia al Vino a lo largo de su maduracién, con
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objeto de extraer conclusiones de aplicacion en la mejora de su tecnologia

de elaboracién y calidad.

2. Elaborar el queso de Murcia al Vino utilizando un coagulante vegetal
liofilizado, para diversificar y especializar su produccion; analizando el
efecto de dicho coagulante sobre las caracteristicas del queso, vy,

estableciendo las diferencias con respecto al elaborado con cuajo.

3. Analizar el efecto del tamano de los quesos sobre las caracteristicas
composicionales, bioquimicas, microbioldgicas y sensoriales de los quesos
de Murcia al Vino, a lo largo del periodo de maduracién, con objeto de

adelantar su comercializacion.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ELABORACION DEL QUESO

Se han elaborado 9 lotes de 5 quesos, a partir de tres partidas de leche
pasteurizada de cabras de la raza Murciano-Granadina, en una queseria industrial
de la region de Murcia (Figura 3). Cada partida de leche se dividi6 en tres lotes,
dos de ellos se coagularon de forma tradicional utilizando un cuajo animal (CAP
y CAG), y el tercero utilizando un coagulante vegetal liofilizado (CV) obtenido a
partir de cardos silvestres de la especie C. cardunculus tal y como describen
Fernandez-Salguero et al. (2002).

PARTIDA 1 | PARTIDA 2 PARTIDA 3 |
L Y LY L Y
¥ 4 v ¥ 4 v ¥ L) \j
— S—
CAP LECAP

Muestreo a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion.

Figura 3. Esquema de elaboracién de las distintas partidas de queso

Los quesos se elaboraron en una queseria industrial siguiendo la
metodologia establecida en la Denominacion de Origen del Queso de Murcia al
Vino (An6nimo, 2001) procurando idénticas condiciones en todos los lotes (Figura
4). Para la elaboracién de cada uno de los lotes se utilizé leche pasteurizada a la
que se anadieron dos cultivos iniciadores comerciales preincubados en la leche a
32°C (0,25 g del cultivo iniciador STA (BIOSTAR), de bacterias termofilas
homoformentativas (Streptococcus salivarius subsp thermophilus) y 0,09 g del
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LECHE PASTEURIZADA
+

Cultivos iniciadores STA y DOM
Cl,Ca + Lisozima

3 ml CUAJO 65gCV

¥ : L
COAGULACION
32-33°C, 40-60 min

CORTE CUAJADA
6-8 mm @ grano

LAVADO CUAJADA
Extrayendo 15-20% suero

\j \
| RECALENTAMIENTO |

v v

| TRABAJO GRANO |

| MOLDEADO |

PRENSADO |

SALADO

Inmersion en vino tinto
doble pasta

MADURACION
12°C, 82% H'R

Figura 4. Diagrama de elaboracion del Queso de Murcia al Vino
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cultivo iniciador DOM de bacterias mesofilas homoformentativas (Lactococcus
lactis subsp lactis, Lactococcus lactis subsp cremoris). Transcurridos 20 minutos se
anadieron 17 ml de Cl:Ca (36%) y 4 ml de lisozima (clorhidrato de lisozima
BIOSTAR), y se realizd el proceso de cuajado entre 32°C y 33°C de temperatura,
durante 40-60 minutos. Para elaborar los quesos de cuajo animal se afiadieron a 50
1 de leche, 3 ml de extracto de cuajo (BIOSTAR 1:50.000, quimosina 93,7%, pepsina
6,3%, Valmojado, Toledo), y para los quesos de coagulante vegetal, se afiadi6 a 50

1 de leche, 6,5 g del coagulante vegetal, previamente preparado.

La cantidad de coagulante vegetal utilizada en cada fabricacién se
determind con el método de Berridge descrito por la IDF (1987) y viene expresado
en unidades coagulantes (UC) que se definen como la cantidad de extracto
requerido para coagular 10 ml de leche en 100 s. E1 CV en polvo utilizado mostrd
0,012UC, lo que equivale a 1:22.000 poder (cantidad de leche, en gramos o en
mililitros, que 1 gramo o un mililitro de cuajo va a poder coagular a 35°C en 40

minutos).

Una vez obtenida la cuajada fue sometida a cortes sucesivos hasta obtener
un didmetro del grano de 6 a 8 mm, y a su lavado, extrayendo de un 15 a un 20%
del suero y afadiendo posteriormente agua. Tras el lavado, se procedio a su
recalentamiento (incrementando la T? de 3 a 5°C por encima de la T* de cuajado),
y al trabajo del grano de forma poco intensa, alternando la agitacién con el

reposo, hasta que este adquirié una consistencia suave.

Finalmente los lotes de cuajada obtenidos con el coagulante vegetal y la
mitad de los obtenidos con el cuajo animal, fueron introducidos en moldes
cilindricos lisos de 1 Kg y con pafio. Para el moldeo de los otros tres lotes

obtenidos con cuajo animal se utilizaron moldes de 3 Kg microperforados.

Los moldes pequefios fueron prensados (1,5 bar durante 1 h, 2,5 bar durante
1 hy 3,5bar durante 1 h) hasta alcanzar pH 5,4-5,5, mientras que para los grandes

se aplico una presion maxima de 2,5 durante 3 h aproximadamente.

Posteriormente, los quesos grandes fueron salados mediante inmersion en
suero refrigerado con una concentracion salina de 17° Baumé (25% w/w) durante
20 horas, mientras que los pequefios s6lo permanecieron 8 horas. Después, los
quesos fueron oreados, para posteriormente ser madurados en camara con una

humedad relativa del 82% y una temperatura de 12°C.
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Durante este periodo de maduracion, se efectudé el bano de los quesos,
sumergiéndolos en vino tinto doble pasta de la Region de Murcia, y se realizaron
las practicas de volteo, limpieza, asi como los tratamientos externos

correspondientes.

Durante el periodo de maduracidn, se utilizé una pieza de cada lote para su
analisis fisico-quimico a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracién. El analisis

sensorial tan solo se realizo en los quesos con 30, 45 y 60 dias de maduracion.
3.2. OBTENCION DEL COAGULANTE VEGETAL LIOFILIZADO

El coagulante vegetal liofilizado se obtuvo segun el procedimiento descrito
por Fernandez-Salguero et al. (2002) y Tejada et al. (2003).

Tras macerar flores desecadas de cardos de la especie C. cardunculus durante
24 horas a temperatura ambiente, en una relacién peso volumen de
aproximadamente 1-2/10, se obtuvo un extracto acuso que, tras reposar durante
24 horas a temperatura ambiente, fue tamizado a través de varios pafios con la
finalidad de eliminar las impurezas. El filtrado obtenido se distribuyé en placas
de vidrio de gran didmetro (contenido aproximado de 60 ml) y se congel6 a una
temperatura comprendida entre - 25°C y - 35°C.

Una vez congelados los extractos, se introdujeron las bandejas o placas en la
camara de liofilizacién, para que tuviera lugar el proceso de desecacién al vacio
mediante sublimacién. Las condiciones en las que se llevo a cabo este proceso de
liofilizacion fueron: temperatura del condensador -30°C a -4°C aproximadamente,
presion de la camara 4-13 Pa y tiempo de liofilizacién 48 horas (Fernandez-
Salguero et al. 2000).

El polvo liofilizado obtenido, al tratarse de un producto higroscépico, se

envaso herméticamente y se conservo en congelacion hasta su utilizacion.
3.3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La preparacion de las muestras se realizo de acuerdo con la Norma UNE 34
105 hl (1969).
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Tras la toma de muestras para los analisis microbioldgicos, se realizaron 2
cortes radiales convergentes al centro del queso utilizando un cuchillo de hoja
puntiaguda, para conseguir un sector que, después de ser despojado de la corteza
superficial no consumible, alcanzara un peso superior a 250 g. Posteriormente, el
producto se prepar6 adecuadamente para la realizacion del andlisis sensorial, tras
lo cual, se triturd, obteniéndose las muestras para el andlisis fisico-quimico. Se
depositaron en frascos de cierre hermético, de donde se obtuvieron las alicuotas

correspondientes a cada tipo de andlisis.

En primer lugar se determinaron los parametros inmediatos (pH, humedad
y acido lactico), y se conservd la muestra en frascos en el interior de un arcén
congelador a —-25°C, hasta realizar los analisis no inmediatos, asi como para

disponer de muestras de reserva.

Todos los andlisis se realizaron por duplicado, siendo los resultados la

media aritmética de los mismos.
3.4. MATERIAL GENERAL DE LABORATORIO

Se detalla a continuacion el material de laboratorio empleado, diferenciando
por un lado el utilizado para el andlisis fisico-quimico, y por otro, el utilizado en
el andlisis microbioldgico. Para técnicas analiticas concretas se detallara el equipo
especial utilizado cuando se describan dichas técnicas (Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion y Electroforesis en Gel de poliacrilamida, Urea-PAGE).

3.4.1 Analisis fisico-quimico
- Agitador de tubos IKA-MS2 Minishaker.
- Agitador magnético IKA Labortechnik RH Basic.
- Arcon congelador BOSCH.
- Balanza analitica Precisa XB 320M.
- Balanza electrénica de precision Precisa XT 220.

- Bafio termostatico JULABO Shaketemp SW 22 con fluctuaciéon térmica de
+1°C.



104 ADELA ABELLAN GUILLEN

- Bateria de digestion BUCHI K-424.

- Unidad de destilacion BUCHI B-324.

- Centrifuga Gerber-Lacta.

- Centrifuga Centrifuge 5810 eppendorf con tacdmetro incorporado.
- Centrifuga refrigerada HARAEUS Biofuge stratos.

- Desionizador MILLIPORE ELIX 3UV.

- Espectrofotometro VARIAN CARY 50bio.

- Estufa para desecacidn por conveccidon natural memmert.

- Frigorifico BOSCH.

- Homogenizadora ultraturrax IKA T18 basic.

- Horno mufla digitalizado con pirémetro. P-Selecta Selec-Horn.
- Campana de flujo WALDNER KLV3.

- pH-metro digital WTW Inolab.

- Picadora Moulinex 320 MX.

- Liofilizador Thermo Savant ModulyoD Freeze Dryer con bomba Savant
VLP200.

Ademas del material detallado se utilizé gran variedad de material fungible
de uso comun en laboratorio. Las soluciones acuosas fueron preparadas con agua
destilada, salvo en el caso de las preparaciones acuosas utilizadas en HPLC y
técnicas especificas como determinacion de cloruros en las que se utilizo agua
ultra pura. Los productos quimicos utilizados fueron en general Sigma-Aldrich y
Sharlau de calidad reactivo p.a. o quimicamente puros. Para técnicas de HPLC se
utilizaron reactivos calidad HPLC.

3.4.2. Analisis microbiolégico

El equipo instrumental empleado fue el siguiente:
- Autoclave P-Selecta Autotester-E 301 DRY.

- Campana de flujo laminar Telstar AV-100.
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- Cronémetro analdgico Dolmy.

- Estufas de cultivo P-Selecta de fluctuacion térmica +1°C.
- Jarra anaerobiosis

- Homogeneizador IUL Instrument masticator.

- Centrifuga de microtubos eppendorf centrifuge 5415 D.
- Micropipeta METTLER Toledo Volumate.

-Placas calefactoras magnéticas P-Selecta Univeba 400 y P-Selecta
Multimatic- 5N.

Ademads se utilizd numeroso material de vidrio de uso comun en
laboratorios de microbiologia. Los medios de cultivo y suplementos utilizados en
los analisis microbiologicos fueron, Merk, Biolife, Panreac y Sigma-Aldrich. Para
la preparacion de los medios de cultivo se emple6 agua destilada y las soluciones

acuosas se elaboraron con agua destilada o desionizada, segtin el caso.

3.5. DETERMINACION DE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

3.5.1. pH

La determinacion potenciométrica del pH se realizd6 mediante lectura
directa, introduciendo el electrodo combinado del pH-metro en wun
homogeneizado de queso.

3.5.2. Sélidos Totales

Se obtuvieron restando el valor de la humedad a 100. La humedad se
determind por desecacion en estufa de aire caliente (105+1°C) hasta peso
constante (British Standars Institution, B.S. 770, 1963), siguiendo las indicaciones
de la técnica descrita por Kosikowski y Mistry (1997).
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3.5.3. Grasa

Se cuantificé por el método de Gerber, segin describe la Netherland
Standard NEN 3059 (1969), empleandose butirdmetro de Van Gulik.

3.5.4. Cenizas

El contenido en cenizas se determind al incinerar la muestra en un horno de

mufla provisto de pirdmetro a temperatura no superior a 550°C (A.O.A.C., 1990)

3.5.5. Proteina

La cantidad de proteina se determiné multiplicando el nitrégeno total por
6,38 (factor de conversion para productos lacteos) determinado segun la técnica
de Kjeldahl (A.O.A.C., 1990).

3.5.6. Cloruro s6dico

Los cloruros totales se determinaron siguiendo el método de Volhard
modificado, segtin las indicaciones de Kosikowski y Mistry (1997), afiadiendo a la
muestra, tras su mineralizacion con acido nitrico y oxidacion simultdnea con
permanganato potasico, 2 ml de nitrobenceno con objeto de eliminar las fases de
decantacion, y titulando con tiocianato potasico utilizando sulfato férrico amoénico

tetrahidratado en solucion saturada.

3.5.7. Acidez titulable

La acidez, expresada como acido lactico, se cuantificé de acuerdo con las
indicaciones de la A.O.A.C. (1990), llevando a cabo una titulacion con NaOH 0,1N

y utilizando fenolftaleina como indicador.

3.5.8. Determinacion del valor caldrico

El valor caldrico del queso, expresado como energia metabolizable (EM), se
determind aplicando a la composicién quimica obtenida anteriormente, los
factores de conversion de 4 Kcal/g proteina, 9 Kcal/g grasa y 3,62 Kcal/g de 4cido

lactico, segin McCance y Widdownson (1993). No se determind el contenido de
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lactosa del queso debido a que ésta desaparece en los primeros dias de
maduracién, y aumenta el producto de su fermentacion, el acido lactico, que se

considera que si puede producir energia metabolizable.

La energia total se determiné mediante calorimetria directa (ETD),
cuantificando la energia calorifica liberada tras la combustién de la muestra en
condiciones adiabaticas, tal y como describen las instrucciones del equipo, (IKA-
Calorimetersystem C4000 Adiabatic).

El valor caldrico total (ET) del queso se obtuvo segun Kathleen y Escott
(2001) multiplicando su composiciéon quimica por los factores de conversion
teoricos del calorimetro: 4,10 Kcal/g; 9,45 Kcal/g y 5,65 Kcal/g para hidratos de

carbono, grasa y proteina, respectivamente.

3.5.9. Analisis de la composicion mineral

La preparacion de la muestra para el analisis de la composiciéon mineral se
realizé segin el método de Osborne y Voogt (1986) siguiendo el procedimiento
descrito por Moreno et al. (1994a y b), mediante espectrofotometria de absorcion
atémica con llama para el Cu, Fe, Zn, Mn, Ca y Mg, utilizdndose la variante de la
emision atomica para el andlisis de Na y K. Se utilizé un espectrofotémetro de
absorcion atomica Perkin-Elmer 2380, empleandose acetileno como combustible y

aire como oxidante.

Para la determinacion del fosforo total se aplicd el método de Mattson y
Swartling (1954)

Se optimizaron una serie de parametros instrumentales en funcién de las
concentraciones presentes en las muestras. Se realizé una dilucion instrumental
usando diferentes nebulizadores y/o por la rotacion del quemador que modifica el

angulo de incidencia del haz de luz.

Los parametros optimizados fueron:

-Altura y posicion del quemador (inicamente para la determinacion de Mg

y Ca se gir6 el mechero a una posiciéon de 90°
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-Tipo de nebulizador: utilizdndose bola de impacto, salvo en Cu y Zn que se

uso spoiler

-Ajuste de longitud de onda, intensidad de la ldmpara, velocidad de
aspiracion de la muestra y flujos de gases. El Mn fue el tinico elemento mineral
que preciso6 de corrector de fondo de la ldampara de Deuterio. En los casos de Ca,
Mg, Na y K las muestras se diluyeron 1:100 y para la determinacion del Ca y Mg
se adiciond cloruro de lantano en una proporcion de 0,27%, con el objeto de evitar

interferencias anionicas que pudieran afectar al resultado del analisis.

-Las condiciones instrumentales establecidas para la determinacién de cada

uno de los elementos minerales considerados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones instrumentales para espectrofotometria de absorcion atomica

Elemento A/slip Nebulizador Angulo del Corrector de
mechero fondo
Cu 324,8/07 Spoiler 0° No
Fe 248,3/0,2 Bola de impacto 0° No
n 213,9/0,2 Spoiler 0° No
Mn 279,5/0,2 Bola de impacto 0° Si
Ca 422,7/0,7 Bola de impacto 90° No
Mg 285,2/0,7 Bola de impacto 90° No
Na 589,0/0,2 Bola de impacto 0° -
K 766,5/0,2 Bola de impacto 0° -

A partir de las soluciones stock de Titrisol de concentracion conocida, se
elaboraron diariamente las curvas patron, obteniendo las soluciones patrones de
trabajo por dilucion acida de las soluciones madres hasta rangos de concentracion
similares a los esperados en las muestras. Las diferentes curvas patréon de
microminerales y macrominerales se representan en las Figuras 5 y 6,

respectivamente, junto con su ecuacion y el coeficiente de correlacidn r? obtenido.
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3.5.10. Analisis de los acidos grasos

La extraccion de la grasa del queso se realizd segun las indicaciones de la
Norma de la FIL (1966). Para la preparacion de esteres metilicos se siguid el
método descrito por Christopherson y Glass (1969), de acuerdo con la Norma
UNE 55-118 (1979), y en las condiciones descritas por Fernandez-Salguero et al.
(1986), usando como catalizador hidroxido potasico.

Del sobrenadante obtenido se tomaron las alicuotas que se inyectaron
directamente en el cromatdgrafo. El drea de cada pico y el porcentaje relativo de

cada una de ellas fueron proporcionadas directamente por el integrador.

Para la obtencion de los AGE se utilizé el método propuesto por Gomez et
al. (1987). Se utiliz6 un cromatografo Hewlett Packard 5890 Series 1II, de ionizacion
de llama de hidrdgeno (FID), con columna HP-5 Cross-linked 5% Fenil Metil
Siloxano de 30 metros de longitud, con un didmetro interno de 0,32mm y un
grosor de fase estacionaria de 0,25um. Como gas portador se utilizo nitrogeno, y
helio como gas auxiliar con un flujo total de 30 ml/m. Los gases para la llama
fueron hidrégeno (40 ml/m) y aire sintético (415 ml/m). La temperatura del
inyector fue de 250°C y la del detector de 275°C; la relacion de split 100:1, y con
una presion en cabeza de columna de 10psi. La rampa de temperatura aplicada en
la columna fue 60°C durante 3 minutos, posteriormente se pasd de 60 a 180°C a
una velocidad de 10°C/minuto, para mantenerse a esta temperatura durante 15
minutos. Finalmente se aumentd la temperatura de 180 a 220°C a una velocidad

de 20°C/minuto, manteniéndose esta temperatura durante 10 minutos.

3.6. EVALUACION DE LA PROTEOLISIS EN EL QUESO

3.6.1. Determinacion de las fracciones nitrogenadas

En la Figura 7 se esquematizan los métodos utilizados para determinar las

fracciones nitrogenadas de las muestras de quesos a lo largo de la maduracion.

Para la determinacion de los compuestos nitrogenados se utilizaron los
extractos de queso descritos en el fraccionamiento seguido por Kuchroo y Fox
(1982).
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3.6.1.1. Nitrégeno soluble (NS): Se determind a partir de una suspension de
queso obtenida al homogeneizar 15 g de queso en 50 ml de agua, tras haberla
liberado de la fraccién insoluble a pH 4,6 (Lenoir, 1963) por el método Kjeldahl
(A.O0.A.C., 1990).

Reactivos

¢ Solucién de hidroxido soédico 0,1 N.
¢ Solucion de hidroxido sodico al 35%.
e Acido Sulftrico 98 %.

e HCl1yO0,1N.

* Rojo de Metilo al 1%.

¢ Catalizador Kjeldahl, Selenio.
Procedimiento

Se mezclaron 15 g de queso con 50 ml de agua. Tras 1 hora en el bafio maria
a 40°C, se homogeneiz6 durante 1 minuto y se diluy6 a 100 ml con agua destilada.
Se tomaron 50 ml de la suspension de queso y se le afiadio acido clorhidrico 1 N
hasta alcanzar pH 4,6, precisando con acido clorhidrico 0,1 N. Una vez
transcurridos 30 minutos, se diluyé a 100ml con agua destilada y después de
centrifugar y filtrar, se tomaron alicuotas de 5 ml que se transfirieron a matraces
de digestion. Posteriormente fueron mineralizadas con 10 ml de acido sulfarico y
dos tabletas de catalizador y expuestas a digestiéon aproximadamente 30 minutos.
Finalizada la oxidacién y tras el enfriado de las muestras se afiadié agua destilada
hasta conseguir un volumen aproximado de 100 ml. Se realiz6 una destilacién en
exceso de NaOH, recogiendo el destilado en un matraz con 10-15 ml de HCI.
Finalmente, se cuantifico el contenido de nitrogeno en la muestra valorando el
exceso de HCI 0,1 N mediante NaOH 0,1 N, evidenciado por el viraje de color que
se produce en el indicador, rojo de metilo. Los resultados se expresaron en

gramos de nitrogeno soluble por 100 gramos de nitrégeno total.

3.6.1.2. Nitrégeno no proteico (NNP): El NNP se determind después de
precipitar las proteinas con acido tricloroacético (ATCA) al 12%. Se anadieron 4
ml de 4cido tricloroacético (ATCA) al 60% a 16 ml de la suspensién de queso en

agua. Transcurridos 30 minutos, se realizd6 una centrifugaciéon a 3.000 rpm
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durante 5 minutos. Tras el filtrado se tomaron 5 ml que fueron sometidos a
digestién con 10 ml de acido sulftrico y una tableta de catalizador Kjeldahl
selenio, determinando la cantidad de nitrégeno mediante la técnica de Kjeldahl

(A.O.A.C., 1990) como se ha descrito anteriormente para el NS.

3.6.1.3. Nitrégeno aminoacidico (NAA): E1 NAA se determind utilizando el
método que Folkertsman y Fox (1992) propusieron para la cuantificacion de los
aminodcidos libres totales, basandose en la mayor reaccién de la cadmio-
ninhidrina con los grupos amino de los aminoacidos libres que con los

correspondientes a pequefios péptidos (Doi et al., 1981).
Reactivos:

Reactivo de la cadmio-ninhidrina: Se obtuvo mezclando 0,8 g de ninhidrina
con 80 ml de etanol absoluto y 10 ml de acido acético glacial. Finalmente, se
anadié 1 g de cloruro de cadmio disuelto en 1 ml de agua destilada. El reactivo
fue preparado inmediatamente antes de ser utilizado o conservado en
refrigeracion a una temperatura de 2-4°C no mas de una semana, al abrigo de la

luz.
¢ Etanol al 99,5%.
e Acido acético glacial.
¢ Cloruro de cadmio (CdCl).
Procedimiento:

A 10 g de queso se le afiadieron 90 ml de agua destilada, homogenizdndose
la mezcla en un omni-mixer a 7.000 rpm durante 1 minuto. La mezcla se mantuvo
a 40°C durante 1 hora y se centrifugé durante 30 minutos a 3.000 rpm,
obteniéndose un sobrenadante correspondiente al nitrogeno soluble en agua y del
cual se tomaron alicuotas de 20 a 100 pl, dependiendo de la concentracion de
aminodcidos esperada, completdndose hasta 1 ml con agua destilada. Se
afadieron 2 ml de reactivo de la cadmio-ninhidrina, y seguidamente se calentd
durante 5 minutos a una temperatura de 84°C. Posteriormente, se enfri6 en
corriente de agua fria, apareciendo un color rosado mas o menos intenso, que
evidencia la reaccién. Por ultimo, se determin¢ la concentracién de aminodacidos
mediante medida espectrofotométrica a 507 nm. De forma paralela se realizé un

ensayo en blanco. Los resultados se calcularon a partir de la curva patrén
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obtenida con concentraciones conocidas de leucina, expresando los resultados

como mg leucina/100 g queso y como NAA/NT respectivamente (Figura 8).

Curva Patron (img Leucina/Absorbancia)
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Figura 8. Curva patrén para la determinacion de leucina

3.6.1.4. Nitrégeno amoniacal (N-NHs):

El N-NHs se determiné mediante método enzimatico de Boehringer

Mannheim, siguiendo el procedimiento descrito por Rohm y Jaros (1997a).

En presencia de glutamato deshidrogenasa (GIDH) y nicotinamin adenin
dinucleotido reducido (NADH), el amoniaco reacciona con el 2-oxoglutarico,
dando lugar a L-glutamato, siendo el NADH oxidado:

2-oxoglutarico + NADH + NH4 GIDH L-glutamato + NAD+ + Hz0.

La cantidad de NADH oxidado a lo largo de la reaccion es proporcional a la
cantidad de amoniaco. El NADH se determind por espectrofotometria a una
longitud de onda de 340 nm.

Procedimiento:

Se homogeneizaron 3 g de queso en 97 ml de agua destilada a 9.500 rpm,
mediante Omni-mixer, durante 1 minuto. El homogeneizado se filtr6 tras 1 hora
de almacenamiento en refrigeracion (Rohm y Jaros, 1997a). Se anadié 1 ml de la

solucién 1 junto con una tableta de NADH en una cubeta para espectrofotometro,
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solubilizandose con la ayuda de una espatula. Se afiadieron 0,1 ml de muestra y
se completd hasta 2 ml con agua destilada. Simultdneamente se prepard un blanco
anadiendo solamente 2 ml de agua destilada. Se midi6 la absorbancia de la
solucion después de 5 minutos a 20-25°C (Al). Se adicionaron 0,020 ml de la
solucion 2 (GIDH) con la finalidad de provocar la reaccién. Tras mezclar, y
esperar 20 minutos, se leyd la absorbancia de la solucion A:. Los célculos se

realizaron segun la siguiente expresion:
c (g/M=[(Vxpm)/(Exdxvx1000)] x AA

donde E es el coeficiente de extincion del NADH340, (6,3); d es el camino optico (1
cm); v es el volumen de muestra (0,1), V= 3,020 , peso molecular (pm 17,03) y AA=
(A1-A2) muestra — (Ai-A2) blanco. El resultado estd expresado en gramos
amoniaco/ litro de solucion de la muestra. Debido a que so6lo se detecté una
relacién lineal entre 0,2 y 8 ug de amoniaco, la cantidad de éste en la cubeta no
debe sobrepasar estos limites, de no ser asi, habria que diluir la muestra. La

concentracion de amoniaco serd muy alta si Ai-Az es mayor que 0,500 (365 nm).

3.6.1.5. El calculo del nitrdgeno de las proteinas (NP), nitrégeno de las caseinas
(NC), nitrogeno de los polipéptidos (Npp), y nitrogeno de los péptidos (Np), se hizo
siguiendo el planteamiento de Lenoir (1963) y Fernandez-Salguero (1978),
calculando estas fracciones por diferencia de los datos obtenidos
experimentalmente en las fracciones descritas anteriormente (NS, NNP, NAA y

N-NHs), mediante las expresiones siguientes:

NP =100- NNP
NC =100- NS
Npp = NS- NNP

Np = NNP- (NAA+ N-NH3)

3.6.2. Determinacion de péptidos hidréfobos e hidréfilos

Los péptidos contenidos en el extracto que se obtiene de la fraccion
nitrogenada soluble en agua, se separaron en un HPLC marca VWR (Darmstadt,

Alemania), en fase reversa, siguiendo el método de Gonzalez de Llano (1995).
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Después del andlisis se integrd el area de los péptidos excluyendo los
aminodcidos. Los péptidos separados entre 10 y 35 min se consideraron hidréfilos
y los separados entre los minutos 35 al 80 fueron considerados hidrdéfobos. La
cantidad de péptidos hidrdfilos e hidréfobos se expresan como unidades

cromatograficas por gramo de materia seca.
Procedimiento:

A 15 g de queso se le afiadieron 50 ml de agua y se mantuvieron a 40°C
durante 1 hora. Posteriormente, se homogeneiz6 en ultra-turrax durante 1 minuto
llevandose hasta 100 ml con agua ultra pura. De este homogeneizado se tomaron

50 ml ajustandose el pH a 4,6.

Se dejo en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual
se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos, se filtré y se almacend el
sobrenadante en botes de cierre hermético a -80°C, donde permanecieron hasta su
analisis.

La separacidon cromatografica se llevd a cabo con una columna Scharlau
Nucleosil column (250 x 4.6 mm), situada en un horno modelo Labchrom L-7350 a
40°C. Seguidamente se inyectaron 20 ul de muestra, previamente filtrados con

filtros millipore de 0,45 pm de tamafio de poro, con un autoinyector modelo
ELITE Labchrom L-2200.

Los solventes utilizados para la separacion fueron: solvente A: 0,05% de
acido trifluoracético (TFA) en agua, y solvente B: 0,035% de TFA en acetonitrilo,
agua 90:10 (v:v).

El método se configuré como un gradiente lineal en el que se pasé de un 3%
de solvente B y 97% de solvente A, hasta 50% de solvente B y 50% de solvente A,

en un tiempo de 38 minutos.

La deteccion se realizd con un detector Diode array modelo Labchrom L-
7455, a una longitud de onda de 214 nm, en la cual los péptidos presentan mayor

absorbancia.

Una vez efectuada la separacion cromatografica, se determiné el area de
integracion de los péptidos en base al tiempo de retenciéon de los mismos. Con el
sistema de solventes empleado los péptidos hidroéfilos aparecen en primer lugar y

posteriormente los péptidos hidréfobos. El primer grupo, o porcion de péptidos
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hidrdfilos, lo integraron aquellos con tiempos de retencién comprendidos entre 10
minutos y 35 minutos. El segundo grupo, el de péptidos hidréfobos, lo integraron
aquellos con tiempos de retencién comprendidos entre 35 minutos y 80 minutos,

tiempo que se corresponde con la finalizacién de la elucién de péptidos.

La relacion péptidos hidréfobos/hidrofilos se obtuvo dividiendo el area total
de los picos de la fracciéon de péptidos hidréfobos entre el area total de los picos

integrados en la fraccidon de péptidos hidrdfilos.

3.6.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Este andlisis electroforético se llevo a cabo sobre 10 mg de extractos de
queso pH 4,6-insoluble desecados en polvo. La electroforesis en geles de
poliacrilamida (12,5%C, 4%T, pH 89) se realizé6 usando mini-Protean 3
electrophoresis (Bio-Rad Laboratories Ltd., Watford, Herts, UK) de acuerdo al
método de Andrews (1983) con las modificaciones descritas por Shalabi y Fox
(1987), siendo los geles coloreados por el método de Blasksely y Boezi (1977).

Preparacién de las muestras

Las fracciones insolubles a pH 4,6 del queso fueron preparadas siguiendo el
método de Kuchroo y Fox (1982a) modificado por Sousa y McSweeney (2001).
Tras congelar a -20°C, y liofilizar, se pesaron 10 mg del liofilizado disolviéndose
en una soluciéon compuesta por 0,75 g Tris, 49 g urea, 0,4 ml de HClI al 37%, 0,7 ml
de 2-mercaptoetanol y 0,15 g de azul de bromofenol disuelto y enrasado en 100 ml
con HO.

Preparacién de los geles

Antes de la preparacién de la unidad electroforética se prepararon dos
tampones, un tampoén gel de apilamiento, compuesto por 4,15 g Tris-hidroximetil-
metilamina, 150 g urea, 2,2 ml de HCI al 37%, disuelto y enrasado a 500 ml de
agua y pH ajustado a 7,6 con HCI 2N y un tampon gel de separacion, compuesto
por 32,15 g Tris-hidroximetil-metilamina, 192,85 ml HCl al 37% disuelto y
enrasado a 500 ml de H20 y ajustado a pH 8,9 con HCI 2N.

El gel de separaciéon se obtuvo mezclando 52,5 ml del tampdn gel de

separacion, 22,5 ml de solucion de acrilamida y 0,375 g N, N, N',N’, mutilen
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bisacrilamida. Posteriormente se filtro a través de papel de filtro Whatman N° 113
y se le afladieron 37,5 pl de N, N, N’,N’, tetrametiletilen diamina (TEMED).

Previamente a su vertido en la unidad electroforética, se le afiadieron 282 ul
de persulfato amonico al 10% p/v en agua para iniciar la polimerizacion. El gel
todavia liquido fue vertido entre las dos placas que sirven de soporte para que
resultara un gel con un grosor de 1 mm, una vez que tuvo lugar la polimerizacion

completa a los 40-60 minutos.

La preparacion del gel de apilamiento se realiz6 a partir de 45 ml de tampon
gel de apilamiento, 5 ml de solucién acrilamida y 0,1g N, N’, N,
metilbisacrilamida. Mas tarde se filtrd a través de papel de filtro Whatman N° 113
y se le anadieron 25 ul de TEMED. Antes de ser vertido en la unidad
electroforética, se le afiadio 300 ul de persulfato amonico al 10% p/v en agua para
iniciar la polimerizacion. A continuacion, se colocd una estructura con forma de
peine que delimita los pocillos donde se deposit6 la muestra. Una vez completada

la polimerizacion a los 60 minutos fue retirado el peine.

Proceso de separacién de las caseinas

Se depositaron 8 pl de muestra dentro de cada pocillo. El sistema tampdn
de los electrodos utilizado esta formado por 15 g TRIS y 73 g de glicina disueltos
y enrasados a 5 | con agua destilada. Una vez que los geles fueron sometidos a
una carrera inicial durante 30-40 minutos a 280 V, se procedié a realizar la carrera,
a través del gel de apilamiento, durante 4-5 horas a 300 V. Durante la operacion el

sistema se refrigeré mediante un sistema de recirculacion de agua fria.

Sistema de revelado

Como sistema de revelado de las bandas electroforéticas se utilizd una
solucién de azul brillante Coomassie G250 (Blaskesley y Boezi, 1977) operando
como se describe a continuacién: 1 1 de acido sulftarico 1M fue afiadido a 1 1 de
una solucién acuosa de azul Coomassie al 0,2% y mezclado durante toda una
noche. La solucidn fue entonces filtrada a través de filtros de papel Whatman N®
1, de forma que 9 volimenes del filtrado se mezclaron con 1 volumen de
hidréxido potasico 10 M. Se afnadiéd una cantidad tal de &cido tricloroacético

(ATC) suficiente para obtener una solucidn final al 12% de ATC.
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Los geles se mantuvieron en inmersion en la solucion de tefiido durante
toda la noche, procediéndose a su destenido final con agua destilada hasta que el

fondo se vio limpio.

Cuantificacién de las bandas

La cuantificacion de las bandas se realizd con el programa Master TotalLab
v.1.0 (Amersham Phamacia Biotech, Upsala), que permite el analisis de imagenes

digitalizadas de geles electroforéticos.

3.6.4. Determinacion de aminoacidos libres

Los aminoacidos libres se identificaron y cuantificaron mediante
derivatizacion y andlisis por RP-HPLC, siguiendo el procedimiento utilizado por
Pino (2007). Se tomaron 10 ml del extracto obtenido para la determinacion del NS
en agua (Figura 7), y se mezclaron con 2 ml de acido sulfosalicilico al 15% (ASS),
usado como agente precipitante previo al analisis de aminoacidos obteniendo una
concentracidn final de un 2,5% p/v de ASS. El pH del sobrenadante obtenido tras
una centrifugacion se ajusté a un valor de 4.0 y se almacend en un recipiente

adecuado a -80°C hasta la realizacion del andlisis cromatografico.

La derivatizacion en precolumna fue realizada con o-phthaldialdehyde

(OPA) como proponen Jones et al. (1981).

La separacidn cromatografica se llevd a cabo a 30°C utilizando para ello una
columna C18 ODS Ultrasphere (250 x 4,6 mm y tamafio de particula 5 um)
(Beckman Instruments, Inc, Fullerton, CA, USA). La configuracion del fluorimetro
fue: 16 ul flujo de célula, excitacién en rango de 305 a 375 mm, emision entre 430 y
470 nm, tiempo constante de 0,5 segundos y una sensibilidad de 0,02 unidades. El
gradiente de elucion usado para la separacion de los derivados del OPA fue:
solvente A: tetrahidrofurano:metanol:acetato sodico 0,05 M y pH 5,9 (1:19:80), y
solvente B: metanol:acetato sodico 0,05 M y pH 5,9 (80:20). El programa de
gradientes se definié de la forma siguiente: composicion inicial 0%B, paso
isocratico a 0% de B durante 1 minuto, paso lineal hasta 14% de B en 5 minutos,
paso isocratico de 14% de B durante 5 minutos, paso lineal hasta 50% de B en 5

minutos, paso isocratico de 50% de B durante 4 minutos, paso lineal hasta 100%
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de B en 12 minutos, paso isocratico de 100% B durante 8 minutos. El flujo de

operacion se fijo en 1,2 ml/minuto.

La cuantificacion de los aminoacidos libres se realizé mediante la utilizacion
de patrones externos. Se prepararon soluciones de distintas concentraciones,
comprendidas entre 0,2 mg/l y 37 mg/l, de los siguientes aminoacidos: acido
aspartico (Asp), serina (Ser), acido glutamico (Glu), glicina (Gly), histidina (His),
arginina (Arg), treonina (Thr), alanina (Ala), tirosina (Tyr), valina (Val), metionina
(Met), lisina (Lis), isoleucina (Ile), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), glutamina
(Gln), asparagina (Asn), triptéfano (Trp), acido gama-aminobutirico (GABA),
taurina (Tau) y ornitina (Orn), que fueron inyectadas para examinar la relacion
lineal entre cantidad de aminodacido y area de los picos obtenidos. Con estas
soluciones se procedié de la misma manera que con las muestras de queso y se

prepararon las curvas de calibracién para la cuantificacién de los mismos.

Validacién del método RP-HPLC para aminoacidos libres.

Los 21 aminodcidos patrones inyectados fueron resueltos en 45 minutos. Se
inyectaron cantidades crecientes de aminodcidos estandares (entre 0,2 mg/L y 40
mg/L), para examinar la relacion lineal entre las cantidades de aminoacidos
estandares y el area de los picos obtenidos. El rango lineal, el coeficiente de
determinacion, repetitividad y los parametros de validacién del método analitico,
incluyendo la sensibilidad analitica, el limite de deteccién y Ilimite de
cuantificacion obtenido, se muestran en la Tabla 4. En general, los resultados de

los parametros de validacion fueron fiables y satisfactorios.
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Rango lineal Repetibilidad

Aminodcido LD (10mg) LQ) (10 mg/l) v (10:L/mg) (10mg/1) (%) R2
Asp 0,27 0,83 2,69 0,83-38 3,3 0,99
Asn 0,12 0,37 1,7 0,37-39 2 0,99
Glu 0,15 0,46 2,55 146-40 4,5 0,99
His 0,23 0,71 1,28 0,71-39 6,2 0,99
Ser 1,04 3,15 1,52 3,71-37 5,8 0,99
Gln 0,62 1,88 1,91 1,88-39 7,6 0,99
Arg 0,47 1,43 1,51 1,43-39 4,9 0,99
Gly 0,601 1,84 0,94 1,84-38 8 0,99
Thr 0,13 04 1,19 0,40-40 41 0,99
Tau 0,98 2,98 1,07 2,98-41 51 0,99
Ala 0,29 0,88 0,52 0,88-39 8,9 0,99
Tyr 0,51 1,54 1,32 1,54-39 3,6 0,99
Gaba 0,34 1,04 0,96 1,04-38 7.1 0,99
Trp 0,44 1,33 0,74 1,33-39 13 0,99
Met 0,42 1,28 1,5 1,28-38 7,3 0,99
Phe 0,47 1,41 1,77 1,41-39 52 0,99
Val 1,18 3,58 1,35 3,58-38 6,4 0,99
Leu 0,41 1,25 0,82 1,25-40 5,9 0,99
Ile 0,57 1,71 1,87 1,71-38 5 0,99
Om 0,67 2,02 0,77 2,02-40 5,8 0,99
Lys 0,43 1,32 0,99 1,32-40 8 0,99

Parametros de validacién para una curva de calibrado realizada con nueve concentraciones diferentes v analizada
por triplicado

Tabla 4. Validacion de la determinacidon simultanea de aminoacidos en una curva de
calibrado

La repetibilidad es un parametro que contribuye a estimar la precision del
método. La precision esté relacionada con la dispersion de las medidas alrededor
de su valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos
individuales cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de
una muestra homogénea (Quattrochi et al., 1992). La repetibilidad se estimé
mediante 9 determinaciones de concentraciones diferentes con tres repeticiones
de cada una. La linealidad de un método analitico cuantifica a la
proporcionalidad entre la concentracion de un analito y su respuesta. Es
recomendable la realizacion de un minimo de 5 determinaciones con
concentraciones diferentes para establecer linealidad. El coeficiente de correlacion
de la muestra (r) es una estimacién de la asociacion lineal que existe entre dos
variables x e y (Walpole y Myers, 1991). El coeficiente de correlacion se utilizé

para evaluar el ajuste al modelo lineal propuesto:
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v=a+hbx

donde “y” es la sefial medida, “a” es la ordenada al origen, “b” es la pendiente y
“x” la concentracion del analito en estudio. Para cada aminoacido se obtuvo una
curva de calibraciéon después de inyectar y analizar 9 concentraciones diferentes

por triplicado.

Para cada curva se aplicé el modelo de regresién lineal por minimos

cuadrados y se obtuvieron los parametros de la ecuacion (1).

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad
de analito que puede producir un resultado significativo. La sensibilidad de la
técnica se estimd calculando los siguientes pardmetros: sensibilidad analitica,

limite de deteccion y limite de cuantificacion.

La sensibilidad analitica es una relacién entre la pendiente de la curva de
calibracion y la desviacion estandar de la medida. La sensibilidad analitica (y) se

calculd segin Arancibia y Escandar (1999):
b
':,I' = —
SR

siendo SR la desviacion estandar de los residuos y “b” la pendiente de la recta. El
limite de deteccion (LD), se concreta como la menor concentracion de analito que
puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra, en las
condiciones establecidas y se expresa en unidades de concentracién. El LD se
calculd segun lo propuesto por la Food and Drug Administration (FDA, 1996):

donde “Sr*” corresponde a la desviacion estandar de los residuos

correspondientes a una curva de calibrado en la zona de bajas concentraciones del
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analito en estudio. El limite de cuantificacion (LQ) corresponde a la menor
concentracion del analito que puede determinarse con precision y exactitud
razonables en las condiciones establecidas y se expresa también en unidades de
concentracion. Al igual que el LD, el LQ se calcul6 segtin lo propuesto por la Food
and Drug Administration (FDA, 1996):

e
LQ= 10 ! 5
Lo

Se denomina rango lineal al intervalo comprendido entre la concentracion
minima y maxima de analito para el cual el método ha sido probado y dentro del
cual se puede efectuar la medida por interpolacién en una curva estandar
(Quattrochi et al., 1992). El rango lineal se expresé como el intervalo comprendido

entre el LQ y la maxima concentracién del analito en estudio para la cual se probd

el método.

En la Figura 9 se muestra un cromatograma de los patrones de aminodacidos
necesarios para realizar la curva de calibrado.
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Figura 9. Cromatograma RP-HPLC de los patrones para la determinacion simultanea de
los aminodacidos necesarios para la elaboracion de curvas de calibrado
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3.7. ANALISIS MICROBIOLOGICO

3.7.1. Recogida de muestras

La toma de muestras de leche para los andlisis microbioldgicos se llevé a

cabo en el mismo momento de la elaboracion de los quesos.

El dia de la elaboracion de los quesos se tomaron por duplicado muestras
de leche fresca sin pasteurizar y muestras de leche pasteurizada. Dichas muestras
fueron recogidas en condiciones asépticas, en frascos estériles, y mantenidas en

refrigeracion hasta su andlisis en el mismo dia de la recogida.

La toma de muestras de los quesos para los andlisis microbioldgicos fue
realizada a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracién, segiin la metodologia
descrita por Beerens y Luquet (1990), para quesos de pasta semi-dura siguiendo el
procedimiento de Sanchez (1999) y adaptada por Vioque et al. (2000).

3.7.2. Preparacion de diluciones decimales

10 ml de leche o 10g de queso, (recogidos segun los procedimientos
descritos anteriormente y en los dias también mencionados), fueron
homogeneizados, con 90 ml de una solucién de citrato sédico al 2% (p/v) a una
temperatura de 45°C o con 90 ml de caldo de peptona para los analisis a realizar

sobre petrifilm.

A partir de esta primera dilucion decimal, se prepararon las dos series de
diluciones decimales, una con caldo de peptona, para la determinaciéon en
petrifilm (coliformes totales, levaduras y mohos) y otra con la solucion de citrato

para el resto de recuentos.

3.7.3. Determinaciones microbioldgicas

3.7.3.1. Crecimiento en PCA

Siguiendo las recomendaciones de la APHA (1985) se realiz6 una siembra
en masa depositando 1 ml de la diluciéon correspondiente, en placas de Petri
estériles a las que se adicion6 aproximadamente 15 ml de agar para recuento en
placa (PCA, Merck ref.1.05463), licuado y mantenido a 45-50°C, y agitandose con
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movimientos circulares y de vaivén consiguiendo que el in6culo se distribuyera
en el agar de forma homogénea. La incubacidn se llevo a cabo a 30°C durante 72
horas, realizandose a continuacion el recuento de colonias visibles, para las placas
que tenian entre 30 y 300 colonias. Los resultados se expresaron en forma de log
ufc/mlog.

3.7.3.2. PetrifilmTM para Coliformes totales

Se utilizaron placas 3MTM PetrifilmTM para recuento de Coliformes, a los
que se le inoculd 1 ml de las diluciones de queso correspondientes realizadas con
caldo de peptona, Panreac ref.413795.1210. Se incubaron e interpretaron las placas
segin métodos aprobados por la AFNOR ISO 4832 (3M-01/2-09/89 A).

3.7.3.3. Crecimiento en agar KF

Se realizd el recuento después de sembrar 0,1 ml de la dilucién
correspondiente en superficie sobre agar KF-Streptokokken-Agar (Basis), Merck
ref.1.10707, bien seca. El in6culo se extendié con ayuda de un asa acodada estéril,
incubando a 37°C durante 24-48 horas. Durante la preparacion del medio de
cultivo se le afadié 10 ml/litro de una soluciéon al 1% de TTC (2,3,5-

trifeniltetrazolio cloruro, Merck).

3.7.3.4. Crecimiento en agar Rogosa

De acuerdo a las recomendaciones de la APHA (1985), el recuento se llevo a
cabo tras la siembra e incubaciéon de 1 ml de las diluciones de muestra
correspondientes en agar Rogosa SL, (Panreac ref.413800 1210), a 30°C durante 72

horas en condiciones de anaerobiosis.

3.7.3.5. Crecimiento en agar M1

El recuento se realiz6 tras la siembra de 1 ml en agar M, Biolife (code
401719), durante 72 horas a 30°C, de acuerdo a las recomendaciones de la APHA
(1985)
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3.7.3.6. Crecimiento en agar MSE

Tal y como establecen las recomendaciones de la APHA (1985), se realiz6 la
siembra en superficie de 0,1ml del in6culo en agar MSE, Biolife (code 401738), y

su incubacion a 25°C durante 72 horas.

3.7.3.7. PetrifilmTM para Levaduras

El recuento de levaduras se llevd a cabo con placas 3BMTM PetrifilmTM
para recuento selectivo de Levaduras, colocando 1 ml de la dilucién
correspondiente de muestra e incubando durante 5 dias a 20-25°C (método
AOAC® Official Method SM 997.02).

3.8. EVALUACION DE LOS ATRIBUTOS SENSORIALES

3.8.1. Analisis descriptivo

Se realizd un analisis sensorial de cada uno de los quesos de los 3 lotes a los
30, 45 y 60 dias de maduraciéon mediante un panel de catadores conformado por
10 personas, siguiendo la metodologia descrita en Tejada et al. (2000). Las sesiones
de evaluacién sensorial se llevaron a cabo en salas de catas dotadas de un drea de
prueba con iluminacion adecuada y exenta de olores, y un area de preparacion de

muestras adecuadamente separada de la anterior.

En esta dltima drea se prepararon las muestras, mediante los equipos y
utensilios adecuados, y se presentaron de acuerdo a los habitos de consumo, en
pequenas piezas triangulares, de escaso grosor, codificadas con ntimeros de tres
cifras para evitar sesgos de preferencias individuales, y dispuestas en un orden
determinado para evitar sesgos de posicion. Se colocaron en el drea de prueba en

bandejas de plastico, las cuales se introdujeron junto a un cuestionario de cata.

Para valorar las caracteristicas sensoriales se utilizé una prueba descriptiva,
de calificacion con escalas no estructuradas de aproximadamente 15 cm, (Amerine
et al., 1965). Y para la interpretacion de los resultados de calificaciones se requiri6
de una transformacion de las lecturas (longitud desde el minimo hasta el punto
marcado), dividiéndolas entre la longitud total de la escala, y multiplicandolo por

10 para obtener escalas decimales.
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En la ficha de evaluacion sensorial (Figura 10), se recogieron 3 atributos de
olor (intensidad, acido y picante), 4 de apariencia interna (color y tamafo, nimero
y distribucién de ojos), 3 de textura (dureza, firmeza y cremosidad) y 5 de sabor
(intensidad, picante, acido, salado y amargo). Ademas, se evaluo6 la aceptacion
general del olor, apariencia interna, textura y sabor, asi como la aceptacion

general del queso.
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NOMBRE FECHA MUESTRA
Se pretende valorar los atributos sensoriales mas caracteristicos de este tipo de queso. Sus puntuaciones, debera
expresarlas trazando una raya que corte verticalmente cada una de las escalas gréficas que figuran a continuacion:

A) APARIENCIA INTERNA

Color
0 ausencia 5 medio muy intenso 10

Num. ojos
0 ausencia 5 medio muy numerosos 10
Tam. ojos
0 muy pequefios 5 medio muy grandes 10
Dist. ojos
0 muy irregular 5 normal uniforme por toda la pasta 10

Aceptacion
0 defectuoso 5 medio excelente 10

B) OLOR

Intensidad

0 ausencia 5 medio muy intensa 10
Acido

0 ausencia 5 medio muy intenso 10
Picante/vino

0 ausencia 5 medio muy intenso 10
Aceptacion

0 defectuoso 5 medio excelente 10

C) TEXTURA

Dureza

0 muy blando 5 medio muy duro 10
Desmoronamiento

0 fundente 5 medio arenoso 10
Cremosidad

0 no cremoso 5 medio muy cremoso 10
Aceptacion

0 defectuosa 5 regular excelente 10

D) SABOR

Intensidad

0 ausencia 5 medio muy intensa 10
Picante

0 ausencia 5 medio muy intenso 10
Acido

0 ausencia 5 medio muy intenso 10
Salado

0 ausencia 5 medio muy intensa 10
Amargo

0 ausencia 5 medio muy intensa 10
Aceptacion

0 ausencia 5 normal excelente 10

Aceptabilidad General
0 5 10

Figura 10. Modelo de ficha de evaluacion sensorial
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3.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Para el correspondiente tratamiento estadistico de los resultados se utilizo el
paquete estadistico SPSS Version 15 para Windows.

Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA, de dos factores con repeticion.
Un disefio factorial con varias medidas por casilla, que se ajustd al siguiente

modelo:

Xijk = p + Pi + Tj + PTij + eijk

Donde p es la media general; Pi es el efecto del tipo de coagulante o el
tamano del queso utilizado en la elaboracion del queso; Tj es el efecto del tiempo
de maduracion; PTij expresa el efecto de la interaccion; y eijk el efecto del
individuo k (pardmetro determinado en queso) dentro de la combinacién ij. Este
efecto incluye todo lo que no se controla y su conjunto constituye el denominado

error o varianza residual.

Una vez determinada la existencia de diferencias significativas entre las
diferentes variables se aplicd la prueba LSD (minima diferencia significativa),
para realizar una comparacion multiple de medias, solamente en aquellos casos

en los que el ANOVA fue significativo.

Una vez realizado el analisis de diferencias significativas y establecidas las
correlaciones entre los mismos, se realizaron diversos analisis
multidimensionales, como el andlisis de componentes principales (ACP) y analisis

discriminante (AD).

El andlisis discriminante es una técnica estadistica multivariante que
permite establecer una funcion a partir del calculo de la distancia de Mahalanobis,
que asigna a los grupos observados un grupo tedrico. Cuanto mayor sea el
porcentaje de coincidencia entre el grupo asignado y el grupo de origen mejor
serd el modelo discriminante. Para establecer la discriminacion hay que
determinar las distancias entre los grupos en el espacio multidimensional,
definidas por las distancias de los cuadrados de Mahalanobis entre los centroides

de grupo.
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Este andlisis discriminante es un método explicativo y predictivo.
Explicativo en cuanto que permite justificar la pertenencia a uno u a otro grupo,
de los elementos en funcion de los valores de sus variables. Y predictivo, en
cuanto que a partir de las funciones obtenidas puede predecirse a qué grupo
pertenece un elemento que no forma parte de los estudiados, y del ctial se conoce
el valor de las variables, pero se desconoce a qué grupo pertenece. Para la
realizaciéon del andlisis discriminante se emple6 el método estandar con una

tolerancia de 0,01.
El AD se aplicé buscando varios objetivos como:

* Determinar las variables con mayor capacidad diferenciadora de los
distintos grupos de queso de Murcia al Vino, es decir, seleccionar las

caracteristicas en que mas se diferencian los grupos.

* Evaluar si con relacion a las variables fisico-quimicas, bioquimicas,
microbioldgicas y sensoriales se detectan diferencias entre quesos
elaborados con diferente coagulante (vegetal liofilizado y cuajo) y

diferente tiempo de maduracion.

* Obtener unas funciones que puedan utilizarse para predecir a que
grupo pertenece cada queso, y la distancia establecida entre los

diferentes grupos.

La Lambda de Wilks es el cociente entre el determinante de la matriz de
variacion dentro de los grupos y el determinante de la variacion total. La Lambda
de Wilks toma valores desde 1 (la capacidad de discriminacién es nula) hasta 0

(méaxima capacidad de discriminacion de la variable).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DEL QUESO DE MURCIA AL VINO DURANTE SU

MADURACION. EFECTO DEL TIPO DE COAGULANTE.

A la hora de exponer y discutir los datos obtenidos tras los analisis de los

quesos, la estructura que se seguira en la exposicion serd la siguiente.

En primer lugar se comentaran los resultados de los quesos elaboradas con
cuajo animal para caracterizar el queso de Murcia al Vino “estandar” (elaborado
tal y como establece su Reglamento de la Denominacion de Origen), asi como la

evolucion de sus caracteristicas a lo largo de la maduracion.

En segundo lugar, se analizara el efecto que pudiera tener la utilizacion de

un coagulante vegetal, sobre las caracteristicas del queso obtenidas anteriormente.

4.1.1. Composicién y caracteristicas fisico-quimicas
4.1.1.1. Composicion general

En la Tabla 5 se presentan los valores obtenidos (medias y desviaciones
estdndar) para los pardametros fisico-quimicos y composicionales (pH, acidez
titulable (AT), solidos totales (ST), grasa, proteinas, cenizas y NaCl) analizados en
los lotes de quesos elaborados con cuajo animal (CA) y con el coagulante vegetal
en polvo (CV), a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de su maduracion. De igual forma, se
muestran los resultados de la comparacién multiple de medias individualizadas

realizada mediante el test LSD.

4.1.1.1.a) pH y Acidez Titulable (AT)

En las Figuras 11 y 12 se representan la evolucion de los valores (medias y
desviacion estandar) de pH y AT respectivamente, a lo largo del periodo de
maduracion (2, 15, 30, 45 y 60 dias) de quesos elaborados con cuajo animal (CA) y
coagulante vegetal (CV).
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Tabla 5. Cambios en las caracteristicas fisico-quimicas y composicionales de las muestras
de queso de Murcia al Vino (media + SD) obtenidas con coagulante vegetal en polvo (CV)
y cuajo animal (CA) a lo largo de la maduracién

Dias de maduracion

Coagulante 2 15 30 15 60
CV
pH 5,38£0,19¢ 5241022  507+0,12%  510:0,13°  5,3320,11¢
AT? 1,64£0,49  1,84+047¢ 2,020,340  2,05:029¢  2,14+02¢
ST 53,96+4,63" 593412570  61,34:2,96% 63,60£2,73%% 659742 54¢
Grasa? 58,80+1,74* 59,89+320°  60,15:2,70°  58,84+126*  58161,66°
Proteina?  34,50+1,05° 33,77+0.820 3413149  3378+051 32,701,117
Cenizas®  536:0,86° 542:031*  571x400  572:032  6,00£0,18
NaCl2 1,85£0,38"  2,26+0,070  2,28:026°  2,36:028>  2,48+0,39
CA
pH 5,36:0,17¢ 522024  507+0,13%  5,02¢0,06*  5,160,05%
AT? 14740,390  1,69:0500  1,87+0.51¢  1,97:0,34¢ 2,110,220
ST 53,342,710 58,35:2,700 60,261,870 63,17+2,41k 63 84+2,87%
Grasa 2 60,712,400 60,24+143"  59,88+2,08°  56,79+2,420  60,32+0,44¢
Proteina?  34,43+1,99 3426+164" 3434+145  34,68+0,97 33,81+1,96
Cenizas®  531:0,80° 6,04:037°  593:036*  565:0,15  6,240,66°
NaCl> 1,88+0,38  2,44+024>  224+0,18>  2,33:024>  2,48+0,28"

! Expresados como gramos por 100 g queso

2 Expresados como gramos por 100 g de sélidos totales

< Resultados del test LSD. Medias del mismo parametro en la misma fila sin superindices comunes

son estadisticamente diferentes (p< 0.05)

Los valores de pH de los quesos se vieron afectados significativamente

(p<0,05) por el tiempo de maduracién observandose una evolucion muy irregular
durante todo el periodo estudiado. Los valores de AT también se modificaron
significativamente (p<0,05) durante la maduracion observandose una evolucion
ascendente. Durante los primeros 15 dias de maduracion se produce una
acidificacion del queso, que se refleja en un notable incremento de la AT (Figura
12) (aproximadamente un 20 %) acompanado de un importante descenso del pH
(Figura 11), debido a la escasa capacidad tampén de la masa del queso, como
consecuencia de la desmineralizacion durante el proceso de coagulacion y

desuerado.
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Figura 11. Evolucién del pH a lo largo de la maduracion de los quesos elaborados con
coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Figura 12. Evolucion de la AT a lo largo de la maduracién de los quesos elaborados con
coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Este descenso progresivo en los valores del pH durante los primeros dias de
maduracion también es observado en otras variedades de queso. Asi, Guizani et
al. (2005), atribuyeron este descenso inicial a la actividad metabolica de varios
grupos de microorganismos (como Lactococcus o Lactobacillus), que muestran
valores grandes de crecimiento en la cuajada. Del mismo modo, esta tendencia del
pH fue encontrada también en el queso de La Serena (Fernandez del Pozo et al.,
1988a) en el queso Torta del Casar (Poulet et al.,, 1991), en el queso de Los
Pedroches (Pino, 2007) y en el queso Xinotyri (Bontiris et al., 2008) entre otros.

Al final de la maduracién, se observa un importante aumento de los valores
de pH, estableciéndose diferencias significativas (p<0,05) entre los quesos con 45 y
60 dias. Sin embargo, los valores de la AT siguen incrementandose (entre un 6 y
un 11%), a pesar del aumento del pH, llegando a establecerse también diferencias
significativas entre los quesos con 45 y 60 dias. Esta evolucidon es similar a la
observada por otros autores en quesos de oveja (Mas et al., 2002 y Tejada et al.,
2003); y puede estar provocada, por el efecto alcalinizante que tienen diversas
sustancias procedentes de la hidrdlisis de compuestos nitrogenados no proteicos.
No obstante, Fresno et al. (1996), sugieren que el pequefio incremento de pH que
observaron en el queso Armada a lo largo del periodo de maduracién, podria

determinar una mayor capacidad tampon de la cuajada.

A'los 60 dias de maduracion los valores de pH son ligeramente superiores a
los encontrados en otras variedades de quesos de cabra como el Babia-Laciana
(Franco et al., 2003), el queso Gredos (Medina et al., 1992), Cendrat del Montsec
(Carretero et al., 1992), el queso Cameros (Olarte et al., 1999), el queso Serra
(Macedo et al., 2004), el queso Teleme (Mallatou et al., 2003) o el queso Urfa
(Atasoy y Tiirkoglu, 2009), siendo similares a los valores observados en otros
quesos como el queso Ibores (Mas et al., 2002), el Armada (Fresno et al., 1996),
varios quesos Manchegos (Ballesteros et al., 2006) o el Majorero (Calvo et al., 2007)
e inferiores a los observados en queso Sainte-Maure (Pierre et al., 1999), o en

quesos semicurados de Tenerife (Pelaez-Puerto et al., 2004).

La evolucion ascendente de la AT, también ha sido observada en otros
quesos de cabra como el Valdeteja (Carballo et al., 1994), Ibores, Cadiz y Malaga
(Fernandez-Salguero et al., 1997) y Majorero (Fernandez-Salguero et al., 1981).

Como en la mayoria de los quesos, a partir de las 2-3 semanas de maduracion se
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agota la lactosa y no aumenta el 4cido lactico resultante de su fermentacion por
las bacterias acido-lacticas (Macedo et al., 1997a; Fresno et al., 1996). El incremento
del indice de acidez, a partir de este momento, podria estar provocado por el
aumento de aminodcidos libres y 4cidos grasos libres, que también resultan
titulados por la disolucién de NaOH. De hecho, se ha observado una evolucién
similar (r>=0,9) del 4cido lactico con respecto a la concentracion total de

aminodcidos en todos los lotes de queso estudiados.

Los valores de la AT de los quesos con 60 dias son similares a los detectados
en el queso Armada (Fresno et al., 1996) o Majorero (Fernandez-Salguero et al.,
1981). Por otra parte, en quesos de cabra Alhama de Granada y Aracena
Fernandez-Salguero y Gomez (1997) encontraron valores de 2,50 y 2,86g/100g de
ES, respectivamente, mientras que se encuentran valores inferiores en quesos
como el Babia-Laciana (Franco et al., 2003), Ibores (Marcos et al., 1985), el queso
curado de Cadiz con 1,44 g/100g de ES (Fernandez-Salguero y Gémez, 1997), o
queso Valdeteja, donde Alonso-Calleja et al. (2002) encontraron contenidos de AT

(% ST) ligeramente inferiores a los encontrados en este estudio.

Los valores de pH de los quesos se vieron afectados significativamente por
el tipo de coagulante usado (p<0,05). Hasta los 30 dias de maduracion no se
detectaron diferencias significativas entre el pH de los quesos elaborados con
diferente coagulante, pero a partir de este momento, el pH de los quesos
elaborados con CV se incrementd mas intensamente, alcanzando a los 60 dias de
la maduracion, valores de 5,33 y de 5,16, para los quesos elaborados con CV y con
CA, respectivamente. Estos resultados coinciden con los obtenidos en diversos
quesos de oveja (Tejada et al., 2003; Vioque et al., 2000). Este hecho puede estar
provocado, como se ha demostrado en quesos de oveja elaborados con coagulante
vegetal (Tejada et al., 2003; Vioque et al., 2000), a la mayor actividad proteolitica de
las cinarasas sobre las caseinas, lo que da lugar a una mayor concentracién de
sustancias nitrogenadas de caracter alcalino. De hecho se ha detectado una
correlacion positiva muy significativa (p<0,01) entre algunas fracciones
nitrogenadas como el Nitrégeno amoniacal (N-NHs) y el pH en los quesos a los

45 y 60 dias de maduracion.
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Por otro lado, Nufez et al. (1991) encontraron en queso de la Serena
elaborado con leche de oveja y CV, valores superiores de pH en comparacion con
los elaborados con cuajo animal, debido a que estos tltimos retuvieron mayor
cantidad de suero que los primeros, mientras que Sanjuan et al. (1998)
practicamente no encontraron diferencias en el queso de Los Pedroches elaborado
con ambos tipos de coagulante. Pino et al. (2009) muestran valores ligeramente
superiores, aunque sin diferenciacion significativa, entre quesos de leche de cabra
elaborados con los dos tipos de coagulantes. Por tanto, se puede afirmar que el
tipo de coagulante condiciona el valor del pH del queso aunque su efecto

dependera también de la tecnologia empleada en la fabricacion del mismo.

Los valores de AT de los quesos también se vieron afectados
significativamente (p<0,05) por el tipo de coagulante usado. La AT fue
significativamente mayor (p<0,05) en los quesos elaborados con CV que en los
elaborados con cuajo animal hasta los 30 dias de maduracion, probablemente
debido a la mayor concentracion de aminodcidos libres de caracter acido
detectados en los primeros, provocada por una mayor actividad proteolitica.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el queso de los Pedroches (Pino,

2007) o en diversos quesos de oveja (Tejada et al., 2003; Vioque et al., 2000).

4.1.1.1.b) Sélidos totales (ST)

En la Figura 13 se representa la evolucion de los valores de los sélidos
totales a lo largo del periodo de maduracion (2, 15, 30, 45 y 60 dias) de quesos
elaborados con cuajo animal (CA) y coagulante vegetal (CV). Los resultados
vienen expresados como gramos de sélidos totales (ST)/100g de queso.

El contenido de ST del queso de Murcia al Vino se vid afectado de manera
altamente significativa (p<0,001) por el tiempo de maduracién, observandose una
evolucion ascendente durante todo el periodo estudiado. Este incremento es
debido a la evaporacion en superficie y al intercambio de productos volatiles
(agua, amonio, 4cidos grasos, etc,...) entre el queso y su medio ambiente
(Hassouna et al., 1996).

En lineas generales, los valores de ST detectados en los primeros dias de
maduracion son mas elevados que en otras variedades de queso. Asi, en el queso

Cameros (Olarte et al., 2000), o en el queso Los Pedroches (Pino, 2007) se
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observaron valores de 48,75 y 48,14g ST/100 g queso, respectivamente, a los 2 dias
de maduracion, inferiores a los 53,34 g ST/100g queso observados en este trabajo.
Esto, posiblemente pudiera ser debido al intenso lavado al que es sometida la

pasta antes del moldeado durante la elaboracion del queso de Murcia al Vino.
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Figura 13. Evolucién de los sdlidos totales a lo largo de la maduracion de los quesos
elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)

A los 60 dias de maduracion se alcanzaron valores proximos a los de 64 g
ST/100g queso, cifras superiores a las encontradas para otros quesos de cabra
como el Cendrat del Montsec (Carretero et al., 1992), variedades de quesos
extremefios (Vidal-Aragon et al.,, 1994), de Mdlaga y Cadiz (Marcos et al., 1983;
Fernandez-Salguero y Gémez, 1997) o Ibores (Mas et al., 2002); similares al queso
Sainte-Maure (Pierre et al., 1999), o Majorero (Calvo et al., 2007) e inferiores a las
detectadas en quesos como el Babia-Laciana (Franco et al., 2003) , el Armada
(Fresno et al., 1996), el queso Cameros (Olarte et al., 2000) o en queso griego
Xinotyri (Bontinis et al., 2008) que llegaron a alcanzar valores de 78,0, 78,21, 83,32,

y 82,87 g /100 g queso respectivamente.
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Se produce en los quesos de nuestro estudio un incremento moderado de
ST, de alrededor del 10%, similar al observado en el queso Ibores (Mas et al.,
2002), aunque menor que en otras variedades de quesos de cabra en las que el
porcentaje de humedad relativa durante la maduraciéon fue muy inferior al
nuestro (65-70%) (Fresno et al., 1996; Franco et al., 2003; Bontinis ef al., 2008).

La gran variabilidad de valores en cuanto a este parametro citados por los
diferentes autores (Fernandez-Salguero y Gomez, 1997; Olarte et al., 2000; Alonso-
Calleja et al.,, 2002) en quesos elaborados con leche de cabra, es debida
fundamentalmente a las diferencias en el proceso de elaboracion, al formato que
presenten los quesos, y a las condiciones climaticas de humedad relativa y de

temperatura a las que se someten durante la maduracion.

El contenido de ST del queso de Murcia al Vino no se vié modificado
significativamente (p>0,05) por el tipo de coagulante utilizado. En otros quesos
de oveja y de cabra elaborados con coagulante vegetal como el queso Serra,
(Sousa et al., 1997b), o el queso de Los Pedroches (Fernandez-Salguero y Sanjuan,
1999; Tejada, 2001 y Pino, 2007), tampoco se detectaron diferencias significativas
entre el contenido de ES de las partidas de queso elaboradas con cuajo animal y

con coagulante vegetal.

4.1.1.1.c) Grasa

La evolucion de los valores de grasa (media y desviaciones estandar) de los
quesos elaborados con CA y con CV, a lo largo del periodo de maduracién, se
muestran en la Tabla 5 y se representan en la Figura 14. Los resultados vienen

expresados como gramos de grasa/100g de ST.

Atendiendo al contenido de grasa observado, el queso de Murcia al Vino
puede ser considerado como un queso graso (Anénimo, 1991). Los contenidos de
grasa de los quesos analizados (Figura 14), a pesar de poder sufrir alguna
fluctuacion puntual, no se modificaron significativamente por el tiempo de
maduracion (p>0,05), alcanzando a los 60 dias de ésta, unos valores medios de
60,32 g/100g ST. Los valores de grasa observados en el queso de Murcia al Vino
son similares a los encontrados en otras variedades de quesos como el Babia-
Laciana (Franco et al., 2003), el queso Armada (Fresno et al., 1996), el queso
Sainte-Maure (Pierre et al., 1999) o el Cendrat del Montsec (Carretero et al., 1992),
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aunque superiores a los detectados por distintos autores en otros quesos como el
queso Ibores, con un 50,72% (Mas et al., 2002), el queso Majorero con 90 dias de
maduracion, con un 53,26% (Martin-Hernandez et al., 1992), los quesos de cabra
extremenfios (Vidal-Aragon et al., 1994), diversos quesos de cabra elaborados con
tecnologia del Manchego (Cabezas et al., 2005), o el queso de Los Pedroches (Pino,
2007). De la misma forma, en el queso Cameros artesanal, Olarte et al. (2000),
observaron valores de grasa entre 47,19 y 51,40%, mientras que Fernandez-
Salguero y Gomez (1997) encontraron para quesos de cabra Alhama de Granada,
Aracena y Curado de Cadiz valores de 54,4, %, 52,7 % y 52,1 %, respectivamente.
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Figura 14. Evolucion de la grasa a lo largo de la maduracién de los quesos elaborados con
coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)

El tipo de coagulante utilizado tampoco modificé significativamente
(p>0,05) el contenido de grasa de los quesos, aunque los elaborados con CA
presentaron en lineas generales valores ligeramente superiores. Este hecho
coincide con lo observado en diversas variedades de quesos tanto de cabra, como

de oveja. Asi, Pino (2007), en el queso de Los Pedroches, elaborado con leche de
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cabra, y con dos tipos diferentes de coagulantes, encontrd valores superiores de
grasa, no significativos, para quesos elaborados con cuajo animal frente a los
coagulados con el coagulante vegetal liofilizado (57,24 y 55,55 g grasa/100g ST,
respectivamente). Sousa y Malcata (1997a), observaron en quesos elaborados con
leche de cabra y CV, valores de 45,14 g grasa/ST para quesos con 68 dias de
maduracion, algo inferior al obtenido en este estudio en quesos con 60 dias, para
el mismo coagulante ensayado. Tejada et al. (2003), y Prados (2005) tampoco
encuentran diferencias significativas entre los contenidos de grasa de partidas
elaboradas con cuajo animal y coagulante vegetal en polvo en el queso de Los
Pedroches y en quesos de tipo Manchego elaborados con leche de oveja. Por
tanto, parece ser que estas diferencias pueden ser debidas mas a la técnica de
elaboracion y variabilidad del contenido graso inicial de la leche de partida, que

al tipo de coagulante utilizado.

4.1.1.1.d) Proteina

En la Figura 15 se muestran las medias y desviaciones estdndar de los
valores del contenido de proteina de los quesos elaborados con cuajo animal (CA)
y con coagulante vegetal en polvo (CV) a lo largo del periodo de maduracion (2,
15, 30, 45 y 60 dias). Los resultados vienen expresados como gramos de
proteina/100g de ST.

No se observan modificaciones significativas (p>0,05) en el contenido
proteico de los quesos a lo largo de toda su maduracion. Los valores medios que
alcanzaron a los 60 dias de maduracion fueron de 33,81 y de 32,70 g proteina/100g
ST, respectivamente. Estos valores fueron superiores a los detectados en quesos
extremenos (Vidal-Aragon et al., 1994), Babia-Laciana (Franco et al., 2003) o Ibores
(Mas et al., 2002), similares a los detectados para el queso Armada (Fresno et al.,
1996), Cameros artesanal (Olarte et al., 2000) e inferiores para el queso Cendrat del
Montsec (Carretero et al., 1992) y Majorero (Martin-Herndndez et al., 1992).
Fernandez-Salguero y Gomez (1997) obtuvieron para quesos comerciales de cabra
de las variedades Alhama de Granada, Aracena y Curado de Cadiz valores de

proteina en extracto seco de 39,21%, 37,5% y 40,8%, respectivamente.
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Figura 15. Evolucion de la proteina a lo largo de la maduracion de los quesos elaborados
con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)

El tipo de coagulante utilizado tampoco afect6 de forma significativa
(p>0,05) al contenido de proteina de los quesos. Sousa y Malcata (1997a) hallaron
en el queso de cabra elaborado con CV, un porcentaje medio de 30,02% a los 68
dias de maduracion, similares a los observados en este estudio. En diversos
estudios comparativos de quesos elaborados con cuajo animal y coagulante
vegetal en polvo elaborados con leche de oveja, no se encontraron diferencias
significativas en cuanto al contenido de proteina (Tejada, 2001; Vioque, 2002;
Prados, 2005), aunque Freitas et al. (1996) detectaron en queso Picante elaborado
con cuajo animal porcentajes de proteina significativamente inferiores (p<0,05) a

los observados en quesos obtenidos mediante CV.

4.1.1.1.e) Cenizas

La evolucion del contenido en cenizas a lo largo del periodo de maduracion
(2, 15, 30, 45 y 60 dias) de los quesos elaborados con cuajo animal (CA) y

coagulante vegetal (CV), se representan en la Figura 16, de manera comparada
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junto con la evolucion del contenido en NaCl de los quesos. Los resultados vienen

expresados como gramos de cenizas/100g de ST.

Como se puede observar, el contenido en cenizas de los quesos no se
modificd significativamente (p>0,05) durante la maduracién, aunque se observa
una tendencia ligeramente ascendente. Este hecho coincide con lo observado en
otros quesos de cabra, como el queso de Los Pedroches (Pino, 2007), queso curado
de Cadiz (Ferndndez-Salguero y Gomez, 1997) o en quesos de cabra elaborados
con la tecnologia del queso Manchego (Cabezas et al., 2005), que presentan valores
similares a los detectados para el queso de Murcia al Vino. Por otra parte, los
quesos de nuestro estudio alcanzan valores muy superiores a los obtenidos en los
quesos Armada (Fresno et al., 1996), Cendrat del Montsec, (Carretero et al., 1992),
Majorero (Ferndndez-Salguero et al., 1981) o Babia- Laciana (Franco et al., 2003), e
inferiores a los encontrados para quesos como el Alhama de Granada o el
Aracena, que presentaron valores medios de 8,19 y de 7,32 g cenizas/100g ES

respectivamente (Fernandez-Salguero y Gomez, 1997).
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Figura 16. Comparacion de la evolucion del contenido de cenizas y NaCl a lo largo de
la maduracién de los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal
(CA)
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El hecho de que los valores de las cenizas sean menores en los primeros
dias de la maduracién de los quesos coincide, en la mayoria de ellos, con los
valores mas bajos que presentan para el contenido en NaCl (Figura 16). Esto
podria deberse a que el descortezado que sufren los quesos en la toma de
muestras disminuye la cantidad de sal que presentan aquellos que tienen 2 dias
mientras que, en dias posteriores esta sal, va a ir difundiendo hacia el interior de

la masa del queso.

El tipo de coagulante utilizado para elaborar los quesos tampoco afect6 de
forma significativa (p>0,05) al contenido de cenizas de los mismos, aunque los
valores detectados para las piezas elaboradas con CA fueran ligeramente
superiores a los encontradas para las elaboradas con CV. De igual manera ocurre
en otros tipos de quesos elaborados con leche de oveja en los que se ensayaron

ambos tipos de coagulantes (Tejada et al., 2003; Prados, 2005).

4.1.1.f) NaCl

En la Figura 16 se representa la evolucion del contenido en NaCl de los
quesos a lo largo de la maduracion, expresandose los resultados como g de
NaCl/100 g de ST.

Se observa un incremento altamente significativo (p<0,001) en el contenido
de NaCl de los quesos a lo largo de su maduracion, hasta alcanzar 2,48 g/100g ST.
El aumento, se produce fundamentalmente en los primeros 15 dias de
maduracion, incrementdndose los valores, en este intervalo de tiempo, alrededor
de un 90%. Este aumento coincide con el que experimentan también los valores de
los ST en esos dias, habiéndose detectado una correlacion positiva (p<0,05) entre
ambos parametros. Este hecho se debe a que la penetraciéon de la sal se produce
por difusion desde la corteza al interior de la masa del queso, al mismo tiempo
que sale el agua, estando ambos procesos de difusion, cuantitativamente
relacionados (Walstra et al., 2001).

La evolucion observada es muy similar a la detectada en otras variedades
de quesos de cabra como el Armada (Fresno et al., 1995), el Majorero (Calvo et al.,
2007) o el Urfa (Atasoy y Tiirkoglu, 2009); o en quesos de oveja (Galan, 2008), y en

queso Picante (Freitas y Malcata, 1996), entre otros.
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Los valores alcanzados a los 60 dias de maduracién fueron semejantes a los
obtenidos en los quesos Ibores (Mas et al., 2002), Armada (Fresno et al., 1996) o
quesos de cabra extremefios (Vidal-Aragon et al., 1994) y superiores al Babia-

Laciana (Franco et al., 2003).

La cantidad de NaCl de los quesos no se vi6 modificada significativamente

por el tipo de coagulante empleado (p>0,05).
4.1.1.1.g) Analisis multivariante

Andlisis discriminante (AD)

e Aplicacién con respecto al tiempo de maduracion

En la Tabla 6 se representan los principales valores de Lambda de Wilks y
de F calculados para las variables fisico-quimicas determinadas analiticamente en
los quesos. En dicha Tabla se puede observar que los ST y el pH son las variables
que mas han contribuido en la diferenciacion de los diferentes periodos de
maduracion, con valores de F y de Lambda de Wilks de 17,52 y 5,95y 0,21 y 0,44,

respectivamente.

Tabla 6. Factores de variedad y tipo. Pardmetros estadisticos obtenidos en el proceso de
seleccion de variables. Tiempo de maduracion

ST pH  grasa proteina AT  cenizas NaCl

Lambda de Wilks 0,21 0,44 0,81 0,68 0,84 0,86 0,83
Valor F 17,52 5,95 1,14 2,23 0,93 0,77 0,97

En la Tabla 7 se observan las distancias establecidas entre los diferentes
periodos de maduracion. Las diferencias menos marcadas se detectaron entre los
quesos madurados durante 30 y 45 dias, que presentaron una distancia de los
cuadrados de Mahalanobis de 2,8. En otras variedades de queso en las que se
aplicé el AD, variedades elaboradas tanto con leche de cabra (Pino, 2007), como
en oveja (Tejada, 2001 o Galdn, 2008), la distancia menor se estableci6 entre los
quesos elaborados entre los 15 y los 30 dias. Por otra parte y como era esperado,

la maxima distancia se establece entre los quesos madurados durante 2 y 60 dias.
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Tabla 7. Distancias entre grupos. Distancias de los cuadrados de Mahalanobis

2 15 30 45 60
2 0,0 17,7 40,2 52,9 68,1
15 17,7 0,0 7,7 12,1 20,3
30 40,2 7,7 0,0 2,8 11,5
45 52,9 12,1 2,8 0,0 7,7
60 68,1 20,3 11,5 7,7 0,0

Si comparamos la distancia que existe entre los grupos, en los mismos
periodos de tiempo (periodos de 15 dias), podemos comprobar que la mayor
diferencia se establece en los primeros dias, entre los quesos elaborados de 2 y 15
dias, presentando un valor de distancia de cuadrados de Mahalanobis de 17,7.
Esto sugiere que es en este periodo de tiempo de la maduraciéon, cuando los
quesos sufren una transformacion mads intensa en sus caracteristicas fisico-

quimicas.

A partir de las variables se obtuvieron las funciones de clasificaciéon y con
ellas, la matriz de clasificacion (Tabla 8), en la cual aparecen correctamente
clasificados el 80% del total de los quesos. Todos los quesos con 15 dias de
maduracion se clasificaron correctamente, mientras que soélo el 66,67 % de los
quesos con 45 y 60 dias lo hicieron de manera adecuada, clasificindose

incorrectamente y confundiéndose entre ellos y con los de 30 dias de maduracion.

Tabla 8. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Quesos correctamente
clasificados mediante las funciones de clasificacion

CO{%“" 2 15 30 45 60

2 83 5 1 0 0 0

15 100 0 6 0 0 0

30 83 0 0 5 1 0

45 67 0 0 1 4 1

60 67 0 0 1 1 4

Total correcto 80 5 7 7 6 5
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Tal y como podemos observar en la Tabla 9, si se aplicara el AD a los quesos

elaborados con CV por separado, se obtendria una mejor clasificacion de los

quesos. Todos ellos se clasificarian correctamente a excepcion de los quesos de 45

dias, que se confundirian con los de 30. La misma matriz de clasificacion se

obtendria si se aplicase el andlisis para los quesos CA independientemente.

Tabla 9. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Quesos elaborados con CV

correctamente clasificados mediante las funciones de clasificacion

2
15
30
45
60

Total correcto

Correcto
(%)

2

15

30

45

100
100
100
67
100
93

WO OO OW

WO OO WK
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Mediante las dos primeras funciones canonicas (FC) se representan en un

diagrama de dispersion (Figura 17) los quesos con 2, 15, 30, 45 y 60 dias de

maduracion.

PC 2

10'

& O o

2 dias

15 dias
30 dias
45 dias
60 dias

Figura 17. Diagrama de dispersion. Representacion de los quesos en funcion del tiempo
de maduracién mediante las funciones canoénicas FC1 y FC2
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e Aplicacién con relacidn al factor tipo de coagulante

Como se puede observar en la Tabla 10, fueron las cenizas y el 4cido l4ctico,
las variables que presentaron mayor capacidad discriminante en los quesos

elaborados con los diferentes coagulantes.

Tabla 10. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos obtenidos en el proceso
de seleccion de variables. Tipo de coagulante

ST pH  grasa proteina AT cenizas CINa

Lambda de Wilks 0,98 0,77 0,998 0,87 0,71 0,67 0,96
Valor F 0,34 6,76 0,03 4,63 9,02 10,75 0,97

Por su parte, entre los quesos elaborados con CV y con CA se establecen

unas distancias de 3,4.

La funcién de clasificacion clasifico correctamente el 80% de los quesos
(Tabla 11). En ella se puede comprobar que el 73% de los quesos elaborados con
CV se clasificaron correctamente ya que de los 15, 11 se discriminaron
perfectamente, mientras que 4 de ellos se confundieron con los elaborados con
CA. Con respecto a los quesos elaborados con CA, estos se clasificaron de manera
correcta en un 87%, confundiéndose sélo 2 piezas de las 15, con aquellas

elaboradas con CV.

Tabla 11. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Nuimero
de quesos correctamente clasificados mediante las funciones de

clasificacion
Correcto (%) CA ()Y
CA 87 13 2
Ccv 73 4 11

Total correcto 80 17 13
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4.1.1.2. Composicion Mineral

En la Tabla 12 se muestran las medias y las desviaciones estandar de los
macrominerales (mg/100g ST) y microminerales (ug/100g ST), de los quesos
elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA) a lo largo de la
maduracion. De igual forma, se presentan los resultados de la comparacion

multiple de medias individualizadas mediante el test LSD.

4.1.1.2.a) Macrominerales

Tal y como se puede apreciar en las Figuras 18 y 19, el contenido de los
minerales asociados mayoritariamente a la micela de la caseina, es decir, el calcio
(Ca) y el fésforo (P), muestran un descenso significativo (p<0,05) durante los
primeros dias de maduracién, para posteriormente estabilizarse al final de la

misma.

Este hecho coincide con el descenso en los valores del pH, asi como, con el
incremento de la AT. De esta manera, se observa una evolucion similar entre el
pHyelCayel P (1>=0,87), y contraria entre la ATy el Cay el P (1>=0,90 y 0,93,

respectivamente).

La acidificacion observada durante los primeros dias de la maduracién
alcanza valores maximos, alrededor de los 21 dias de la misma (Macedo y
Malcata, 1997b), y viene acompanada de la solubilizacién progresiva del fosfato
calcico coloidal, asi como de los cationes vinculados al complejo de la caseina (De
la Fuente et al., 1997), que por lo tanto, disminuiran conforme aumenten los
valores de AT.

Esta evolucion fue observada también por otros autores en quesos como el
Armada (Fresno et al., 1996), el Serra (Macedo et al., 1996), tipo Manchego
(Moreno et al., 1994b; Prados, 2005), el Xinotyri (Bontiris et al., 2008), o el de Los
Pedroches (Pino, 2007) entre otros.

Los valores de calcio y fésforo detectados en el queso de Murcia al Vino, son
inferiores a los observados por Franco et al. (2003), Fresno et al. (1996), Fernandez-
Salguero y Gomez (1997), o Garcia et al. (2006), en los quesos Babia-Laciana,

Armada, Alhama de Granada y quesos de cabra canarios, respectivamente. Por
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otra parte, son similares a los valores medios encontrados por Fernandez-

Salguero y Gomez (1997) en queso Aracena (con 851 mg/100 g ES) aunque

superiores a los detectados en otros quesos de cabra (Fresno et al., 1995;
Fernandez-Salguero y Gomez, 1997; Cabezas et al., 2005, Bontiris et al., 2008).

Tabla 12. Valores medios y desviaciones estandar de macrominerales (mg/100g ST) y
microminerales (ug/ 100g ST) en las muestras de Queso de Murcia al Vino obtenidas con
coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA) a lo largo de la maduracién

Dias de maduracion

Coagulante
2 15 30 45 60
CV
Ca' 988 +43b 850 +37c 798 +30«d 754 +13¢ 766 +34d
P! 706 £29° 634 +12% 620 £35° 628 +60®° 626 +66°
Na! 481 +21 585+55¢ 777 £24<d 1095 +63¢ 1075 + 64e
K 147 +11= 153 +5= 158 +5q 164 +112 158 + 152
Cu? 406+ 14> 393 +24» 316 £18> 305 £25° 350 +21¢
Mn? 83 £172 85 +50 98 +6° 83 + 67 94 1o
Fe? 580 +1022 521 +86> 468 £52b< 472101 508 + 148«
Zn? 4813+ 280" 4636+ 80 3967+251° 4422 + 80 4024+ 258
Ca/P 1,40 + ,06® 1,34+0,04> 1,29+0,09> 1,20+0,09 1,22 +0,09¢
CA

Ca! 1123 672 948+91° 912467 901 +115% 895 + 42be
Pt 762 +48° 664 +35 643+36® 626 +118° 620 + 50°
Na! 317 +247 674 +34« 8821524 919 +43d 1019 + 35¢
K 152 142 17617+ 176 + 35%® 182 + 28° 178 + 273b
Cu? 396 +13+ 329+ 4 363+ 7 359 + 10 301 + 14b
Mn? 93 +1a 96 + 22 94 + 52 92 + 3a 84 + 100
Fe? 541+25% 540 +63% 496 +31bc 488 + 30bc 419 + 84c
Zn? 5028+ 3682 4903 + 1972 4262 + 69 4658 + 47 3954 + 389b
Ca/P 1,47£0,05 1,43+ ,07 1,42+0,03* 1,44 +,04® 1,44+ ,03®

! Expresados como mg/100 g ST
2 Expresados como pg/100 g ST
»< Medias sin superindices comunes son estadisticamente diferentes (p< 0,05)
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Figura 18. Evolucion del contenido en Ca (en mg/100 g ST) a lo largo de la maduraciéon de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Figura 19. Evolucion del contenido en P (en mg/100g ST) a lo largo de la maduracion de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Esta variabilidad en el contenido de calcio, podria deberse a las
caracteristicas de las leches de las partidas con las que se elaboraron cada tipo de
queso (empleo de leches crudas o pasteurizadas, o perteneciente a diferentes

estaciones del ano).

En la Figura 20 se puede observar que la evolucion de la relacion Ca/P,
descendi6 significativamente (p<0,05) a lo largo de la maduracién de los quesos.
Este hecho se debe a que los niveles de Ca disminuyeron mas intensamente que
los niveles de P, hecho que coincide con otros autores como Lucey y Fox, 1993;
Fresno et al, 1996 o Le Graet et al, 1999, que estudiaron el efecto de la
acidificacion sobre esta relacion a lo largo de la maduracién de diversos quesos.
Las mayores pérdidas que sufre el Ca en relacion con las del P como consecuencia
de la acidificacién, podrian explicarse por la estructura de la micela de las
caseinas asi como por las caracteristicas de los enlaces establecidos en ella por
ambos elementos. Y es que, alrededor del 40% del fosfato se encuentra en la
micela de caseina esterificado por las caseinas asi, as2, B y k, y no se solubiliza
cuando el pH desciende. Mientras, el calcio micelar se encuentra casi en su
totalidad en combinacion idnica con residuos cargados, bien de caseina, o bien de
citrato y fosfato, esterificado o no (Walstra et al., 1987), por lo que se va a
solubilizar con mayor facilidad que el fosforo, cuando se acidifica el entorno. En
este estudio se ha detectado una correlacion negativa (p<0,05) entre la acidez de
los quesos y la relacion Ca/P. Por otra parte, el menor tamafio molecular del ién
calcio con respecto al fosfato, podria también contribuir a que sus pérdidas fuesen

mayores debido a su mayor movilidad (Kinstedt y Kosikoswski, 1988).

Por otra parte, diversos autores han observado que a medida que aumenta
el tiempo de maduracion se producen pequefias migraciones de calcio hacia las
porciones mas externas del queso (Le Graet et al., 1999; Moreno et al., 1994b), y
que existe una correlacion negativa (p<0,05) entre la acidez de los quesos y la
relacion Ca/P (Tejada et al., 2003; Fernandez-Salguero et al., 2002).
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Los contenidos de calcio de los quesos elaborados con CV fueron
significativamente (p<0,05) mas bajos que los elaborados con CA desde los 2 dias
de maduracién, no observandose diferencias significativas (p>0,05) en los
contenidos de fdésforo. Por esta razdn, se detectan diferencias significativas
(p>0,05) en la relacion Ca/P de los dos tipos de quesos. Relacién que también
presenta valores significativamente mayores en las muestras elaboradas con CA.
Este mismo fendmeno también ha sido observado en queso de oveja (Sanjudn et
al., 1998) probablemente debido a que en los quesos elaborados con CV, en los
cuales el tiempo de coagulacion de la leche fue mayor, se produce una menor
retencién de fosforo y calcio que en los elaborados con CA. Del mismo modo,
Czulak et al. (1970), observaron en el queso Cheedar, que un largo contacto de la
cuajada con el suero provocaba un descenso en los contenidos de calcio y fésforo
de los mismos. La mayor AT detectada en los quesos elaborados con CV también

pudo influir en que estos quesos presentaran valores mas bajos de Ca.
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B
(3] -
O 1.4
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=
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1.2 1
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2 15 30 45 60
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Figura 20. Evolucién de la relaciéon Ca/P a lo largo de la maduracién de los quesos
elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)

El contenido en sodio (Na) (Figura 21) de los quesos se modifico

significativamente (p<0,05) a lo largo de todo el periodo de la maduracion de los
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mismos. Se ha observado, como cabria esperar, una correlacion positiva (p<0,05)
entre esta cantidad de Na y la concentracion de sal de los quesos y, una evolucién
muy similar, con un fuerte incremento durante los primeros dias de maduracion.
Estos resultados coinciden con lo observado en los quesos Armada (Fresno et al.,
1996) y Sainte- Maure (Pierre ef al., 1999).
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Figura 21. Evolucion del contenido en Na (en mg/100g ST) a lo largo de la maduracién de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)

Los valores detectados fueron muy similares a los encontrados en el queso
Armada, elaborado con leche de cabra, que presentd valores medios de 1.050
mg/100g de ES (Fresno et al., 1996), en queso de cabra semicurado producido en
Tenerife en donde se encontraron valores de 1.020 o 1.090 mg de Na/100g de ES
(Herrera et al., 2006; Garcia et al., 2006), el queso de Los Pedroches (Pino, 2007) con
835 mg/100g ES, o el queso Aracena (Fernandez-Salguero y Gomez, 1997);
superiores a los de los quesos Sainte-Maure (Pierre et al., 1999) y Babia-Laciana
(Fresno et al., 1995) y algo inferiores a los observados en el queso Valdeteja
(Fresno et al., 1995), en el queso Alhama de Granada (Fernandez-Salguero y

Gomez, 1997), o en el queso Majorero (Marcos et al.,1985), donde se encontraron
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valores medios de 1.605, y 1.171 mg de Na/100g ES, respectivamente. Estas
diferencias pueden deberse al método de elaboracion del queso, al tiempo que

permanece éste en la salmuera, asi como, a la concentracion de NaCl de la misma.

Se puede observar que los quesos elaborados con CV presentan un
contenido medio en Na ligeramente superior al observado en quesos elaborados
con CA, sin embargo, estas diferencias no son significativas (p>0,05). Este hecho

también fue observado en el queso de oveja por Sanjuan et al. (1998).

El contenido de potasio (K) de los quesos aumentd ligeramente a lo largo de
la maduracién (Figura 22), aunque sélo se establecieron diferencias significativas
(p<0,05) al final de la misma, en los quesos elaborados con CA. Se observan
valores similares a los detectados en otros quesos de cabra (Fresno et al., 1995;
Pierre et al., 1999), e inferiores a quesos como el Armada (Fresno et al. 1996),
Xinotyri (Bontinis et al., 2008), o Los Pedroches (Pino, 2007), con valores medios
de 224, 254, y 206 mg K/100g ES, respectivamente. En el queso de Malaga y en el
queso de Cadiz, ambos elaborados con leche de cabra, Marcos et al. (1983)
indicaron valores de 284 y 233 mg de K/100g ES. Por otro lado, en un estudio
similar en queso Majorero y queso Ibores, Marcos et al. (1985) hallaron valores

medios de 280 y 225 mg/100 ES, respectivamente.

El contenido en K también se vid modificado por el tipo de coagulante
empleado, observandose valores mas elevados en CA, al igual que en los
contenidos en Ca. No obstante, solo se establecieron diferencias significativas a
los 45 dias de maduraciéon (p<0,05). Este hecho puede estar provocado por las
diferencias en AT detectadas entre los dos tipos de quesos. Como consecuencia de
una mayor acidificacion de la cuajada en los quesos elaborados con CV, los
minerales, principalmente los que no se encuentran en el fosfato calcico coloidal
asociados a la micela, se eliminan en el lactosuero (Prieto et al., 2002); siendo las
pérdidas mayores, a medida que la acidez es mayor. Por otra parte, Almenara et
al. (2007), han comprobado en quesos de cabra que, la eliminacién en el suero

como consecuencia de la acidez, es mayor en el caso del Ky Mg.

En otras variedades de quesos elaborados con CV y leche de oveja (Prados,
2005; Tejada, 2001) y de cabra (Pino, 2007) no se han observado diferencias
significativas, aunque también se observaron valores mas elevados en quesos

elaborados con CA.
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Figura 22. Evolucién del contenido en K (en mg/100g ST) a lo largo de la maduracion de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)

4.1.1.2.b) Microminerales

En la Tabla 12 y las Figuras, 23, 24, 25 y 26 se muestran las medias y las
desviaciones estandar (en ug/100g ST), de los microminerales cobre (Cu),
manganeso (Mn), hierro (Fe) y cinc (Zn), de los quesos elaborados con coagulante
vegetal en (CV) y cuajo animal (CA) a lo largo de la maduracion. De igual forma,
se presentan los resultados de la comparacion mdltiple de  medias

individualizadas mediante el test LSD.
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Figura 23. Evolucion del contenido de Cu (en pg/100g ST) a lo largo de la maduracion de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Figura 24. Evolucion del contenido de Mn (en pig/100g ST) a lo largo de la maduracion de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Figura 25. Evolucion del contenido de Fe (en ug/100g ST) a lo largo de la maduracion de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Figura 26. Evolucion del contenido en Zn (en ug/100g ST) a lo largo de la maduracion de
los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA)
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Como suele ser habitual en quesos, el Zn y el Fe fueron los microelementos
mas abundantes en todos los lotes, mientras que los contenidos de manganeso y

cobre fueron los mas bajos.

Se ha observado para todos los microminerales estudiados, una tendencia
descendente en su concentracion a lo largo de la maduracion, aunque solo en el
caso del Cu, Zn y Fe, se detectaron unas diferencias significativas (p<0,05); no asi
para el Mn (p>0,05). En el queso Armada (Fresno et al., 1996) y en otros quesos de
oveja (Moreno et al., 1994a; Macedo et al., 1997b) o de vaca como el queso Prato

(Cichoscki et al., 2002) se observé una tendencia muy similar.

Al comparar nuestros datos con los obtenidos por otros autores observamos
que, Fernandez-Salguero y Gémez (1997), detectaron en los quesos de Alhama de
Granada y Aracena valores inferiores para la mayoria de los microminerales
estudiados. En el queso Majorero se han observado valores muy similares para el
Zn y algo inferiores para Fe y Cu (Ferndndez-Salguero et al., 1981). En el queso
Armada (Fresno et al., 1996) se observaron valores inferiores para Cu, Zn y Fe,
mientras que en el Babia-Laciana (Fresno ef al., 1995) fueron superiores para el Zn,
Fe y Cu. En quesos canarios semiduros (Garcia et al., 2006) y en el queso de Los
Pedroches se observan valores medios superiores para el Fe e inferiores para el
Cu y el Zn, mientras que Almenara et al. (2007) apunto6 en quesos elaborados con
leche de cabra Majorera valores de Fe inferiores a los nuestros y superiores en Cu

y Zn (con 1,01, 0,74 y 18,81 mg/Kg queso fresco, respectivamente).

Los contenidos de manganeso no se modificaron significativamente (p>0,05)
durante la maduracion, alcanzando valores de 84 pg/100g ES. Resultado similar al
encontrado en queso Armada (Fresno et al, 1996) y en queso Babia-Laciana
(Franco et al., 2003) con valores medios de manganeso de 89 y 139 mg/100g de ES,
respectivamente. Igualmente en queso de cabra Ibores y Majorero (Marcos et al.,
1985) y en queso Alhama de Granada (Fernandez-Salguero y Goémez, 1997)
encontraron valores superiores a los hallados en este trabajo, mientras que en el
queso de Los Pedroches (Tejada, 2001; Pino, 2007) y en el queso Prato (Cichoscki

et al., 2002) se detectaron valores inferiores a los nuestros.

Las diferencias encontradas entre el contenido de minerales de las diferentes
variedades de queso se deben, fundamentalmente, a distintos factores como la

tecnologia utilizada para la elaboracion del queso, la raza de las cabras de donde
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proceda la leche, la estacion del afio de produccidon de la misma, el régimen de

explotacion o el tipo de alimentacion de los animales.

El tipo de coagulante no afect6 de forma significativa (p>0,05) a los
contenidos de los microminerales del queso de Murcia al Vino, aunque se

observan valores ligeramente superiores en las muestras elaboradas con CV.

Se han encontrado en la bibliografia resultados similares a los nuestros.
Sanchez (1999) en quesos artesanos, y Tejada (2001) y Prados (2005) en el queso de
Los Pedroches, detectaron también mayores contenidos de hierro y manganeso en
los quesos elaborados con CV respecto a los elaborados con CA, a partir del dia 30
de su maduracién; no encontrando diferencias significativas para el contenido en

Zn o en Cu.

Teniendo en cuenta que, al haber utilizado la misma leche y la misma
tecnologia de elaboracion en todos los lotes de quesos, el contenido ligeramente
superior de estos microminerales en las piezas elaboradas con el CV sélo puede
atribuirse a la mayor presencia de estos elementos en el extracto vegetal del
cardo. Sanjuan et al. (1998) solo detectd diferencias significativas para los
contenidos en Zn en los lotes de quesos elaborados con cuajo animal. Pino (2007),
detectd en un queso de leche de cabra un mayor contenido de Fe en los quesos
elaborados con un CV, que en los elaborados con CA (con valores de 477 y 450
ug/100g ST respectivamente a los 60 dias de maduracion). Los valores para el Mn,
al contrario que sucede en el queso de Murcia al Vino, fueron mayores en los
quesos elaborados con CA (presentando valores de 60 pg/100g ST frente a los 42
ug/100g ST de los quesos elaborados con CV). Mientras que, no observd
diferencias significativas entre los quesos elaborados con CA y CV, en los

contenidos en Zn y en Cu.
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4.1.1.2.c) Analisis multivariante

Andlisis discriminante (AD)

e Aplicacién con relacién al tiempo de maduracion

Tal y como se puede comprobar en la Tabla 13, después de aplicar el AD a
los elementos minerales analizados, siguiendo los mismos criterios que los
utilizados en el apartado anterior, las variables Na, Cu y Zn son las que
contribuyen en mayor medida a la diferenciacién de los quesos con distinto
tiempo de maduracion, presentando valores de F y de Lambda de Wilks de
340,72, 211,18 y 209,69, respectivamente, y de 0,01, 0,02 y 0,02, respectivamente.

Tabla 13. Factores de variedad y tipo. Pardmetros estadisticos obtenidos en el proceso de
seleccion de variables. Tiempo de maduracion

Ca P Na K Cu Mn Fe Zn

Lambda de Wilks 006 004 0,01 0,05 0,02 0,23 0,03 0,02
Valor F 67,95 121,14 340,72 92,51 211,18 14,90 141,04 209,69

Al observar las distancias establecidas entre los distintos periodos de
maduracion (Tabla 14), vemos que las diferencias menos marcadas se establecen
entre los quesos madurados con 2 y 15 dias, presentando una distancia de los
cuadrados de Mahalanobis de 235,78. En otras variedades de queso revisadas en
la bibliografia (Tejada, 2001 y Pino, 2007), el AD establecié la menor distancia
entre los quesos elaborados entre los 15 y 30 dias y los 15 y 60 dias,
respectivamente. Y, como también era de esperar, la maxima distancia se

establecid entre los quesos madurados durante 2 y 60 dias.

Tabla 14. Distancias entre grupos. Distancias de los cuadrados de Mahalanobis

2 15 30 45 60
2 0,0 235,8 307,9 1428,3 3261,2
15 235,8 0,0 428,7 933,0 2712,7
30 307,9 428,7 0,0 711,2 1898,0
45 1428,3 933,0 711,2 0,0 493,9

60 3261,2 2712,7 1898,0 493,9 0,0
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A partir de las funciones de clasificacion, se obtuvo la matriz de clasificacion
(Tabla 15) en la que aparecen la totalidad de los quesos correctamente

clasificados.

Tabla 15. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Quesos correctamente
clasificados mediante las funciones de clasificacion

Correcto 15 30 45 60
(%)

2 100 6 0 0 0 0

15 100 0 6 0 0 0

30 100 0 0 6 0 0

45 100 0 0 0 6 0

60 100 0 0 0 0 6

Total correcto 100 6 6 6 6 6

En la Figura 27 y mediante las dos primeras funciones canonicas, se

representa en un diagrama de dispersion los quesos con 2, 15, 30, 45 y 60 dias de

maduracion.
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Figura 27. Diagrama de dispersion. Representacion de los quesos en funcion del tiempo
de maduracién mediante las funciones canénicas FC1 y FC2
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e Aplicacién con relacidn al factor tipo de coagulante

En la Tabla 16 se pueden observar los valores de Lambda de Wilks y F de
los elementos minerales, determinados en relacion al tipo de coagulante
empleado en su elaboracion. Son el Ca, el P, y el Na, las variables que presentaron
mayor capacidad discriminante de los quesos elaborados con los diferentes
coagulantes, ya que muestran valores de Lambda de Wilks y de valor F de 0,15,
0,49y 0,57, y de 114,79, 22,01 y 16,13, respectivamente.

Tabla 16. Factores de variedad y tipo. Pardmetros estadisticos obtenidos en el proceso de
seleccion de variables. Tiempo de maduracion

Ca P Na K Cu Mn Fe n

Lambda de Wilks 0,15 0,49 057 0,99 0,98 0,86 0,88 0,97
Valor F 114,79 22,01 16,13 0,20 053 2,73 2,95 0,67

Hay que destacar que los valores de Lambda de Wilks de algunos minerales,
estdn muy proximos a la unidad, indicando una escasa capacidad discriminante.
Este es un resultado coincidente con el hecho de no haber encontrado, en lineas
generales, diferencias significativas (p>0,05) entre el contenido de minerales de los
quesos elaborados con CV y CA.

Mediante la funciéon discriminante obtenida podemos clasificar
correctamente el 100 % de los quesos como se observa en la matriz de clasificacion

(Tabla 17), discrimindndose perfectamente los quesos elaborados con distinto

coagulante.
Tabla 17. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion.
Numero de quesos correctamente clasificados mediante las
funciones de clasificacion
Correcto

(%) CA Ccv
CA 100 15 0
Ccv 100 0 15

Total correcto 100 15 15




CAPITULO 1V. RESULTADOS Y DISCUSION 165

4.1.1.3. Acidos grasos

La Tabla 18 muestra los valores de las concentraciones de acidos grasos
(/100 g acidos grasos totales), de los quesos elaborados con coagulante vegetal

(CV) y cuajo animal (CA) a lo largo de la maduracion.

Los valores de los acidos grasos esterificados no se modificaron de forma
significativa (p<0,05) a lo largo de la maduracion, coincidiendo con los resultados
obtenidos en otras variedades de queso de cabra (Marcos et al., 1984; Gomez et al.,
1987; Gomez et al., 1991; Fernandez-Salguero y Gémez, 1997).

Los acidos grasos mas abundantes a los 60 dias, en el queso de Murcia
elaborado con CA fueron el 4cido palmitico (Cico) y el acido oleico (Cis1), (con
valores de 28,66% y 19,14%, respectivamente) seguidos del acido estearico (Ciso) y
el miristico (Cis0), que representan aproximadamente el 70% del total de los
acidos grasos. Estos valores coinciden con los encontrados en los quesos Cendrat
del Montsec (Carretero et al., 1992), Badaia (Marcos et al., 1985), Palmero (Gomez
et al., 1991) y queso Urfa (Atasoy y Tiirkoglu, 2009). En otras variedades de queso
de cabra como los de Cadiz, Mdlaga, Aracena y Sierra Morena (Ferndndez-
Salguero y Gomez, 1997), o en quesos de cabra elaborados con tecnologia del
queso Manchego (Pdveda et al., 2006), el acido oleico presento valores ligeramente

superiores a los del acido palmitico.

Enla Tabla 19 se representa la evolucion de las concentraciones relativas de
acidos grasos de cadena corta, media y larga, asi como de 4&cidos grasos
insaturados y saturados (en porcentaje sobre los valores totales) para los quesos

elaborados con CA y con CV.
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Tabla 18. Evolucién de los acidos grasos esterificados (g/100g 4acidos grasos) de
muestras de queso de Murcia al Vino obtenidas con coagulante vegetal (CV) y cuajo
animal (CA) a lo largo de la maduracion

Dias de maduracion

2 15 30 45 60
Coagulante CV CA CV CA Cv CA CV CA CVv cCA
C4:0 280 228 213 181 268 156 224 124 164 1,63
C6:0 332 265 252 224 333 206 272 152 208 212
C8:0 393 309 29 277 401 264 329 198 261 2,69
C10:1 023 019 019 016 023 018 021 013 017 0,17
C10:0 12,41 10,00 965 954 1257 950 1073 736 888 9,39
C12:0 453 399 391 392 457 398 422 335 375 391
C13:0 0,06 006 006 005 006 006 006 005 005 0,06
C14:0i 009 019 008 006 008 010 010 007 010 0,08
C14:1 008 0,09 005 008 006 006 006 005 006 005
C14:0 967 932 925 946 968 953 963 900 933 945
C15:0i 015 014 014 014 014 016 014 014 014 014
C15:1 020 020 020 019 021 021 021 021 021 021
C15:0 059 060 061 061 061 063 062 062 062 0,61
C16:0i 022 027 024 019 023 026 023 024 024 024
C16:1 055 058 058 058 057 060 058 061 061 059
C16:0 26,75 27,84 2795 2856 2653 2856 27,77 29,87 28,81 28,66
C17:0i 027 029 030 031 028 031 030 032 032 031
C17:1 025 025 025 02 024 026 025 027 02 026
C17:0 046 049 051 053 049 054 051 057 05 0,53
C18:2 261 308 303 308 273 315 29 335 319 311
C18:1 17,19 18,84 19,23 1925 1691 19,34 1819 21,20 19,70 19,40
C18:3 263 294 299 298 257 298 278 324 3,07 3,04
C18:0 10,38 11,68 11,98 12,02 10,33 12,14 11,21 13,33 12,38 12,15
C19:0 05 063 064 067 059 067 062 073 068 0,66
C20:1 0,04 006 007 008 000 008 005 008 009 0,09
C20:0 0,04 005 021 005 017 005 005 006 005 0,05
C21:1 000 021 008 020 000 022 020 023 022 021
C21:0 000 o000 018 017 012 019 013 019 019 0,18

TOTAL 100,01 100,01 99,99 99,96 99,99 100,02 100 100,01 100 99,99
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Tabla 19. Concentraciones relativas de los acidos grasos (% de los valores totales) de los
quesos de Murcia al Vino obtenidos con coagulante vegetal (CV) y cuajo animal (CA) alo
largo de la maduracién

Dias de maduracion
2 15 30 45 60

CV. CA CvV CA Cv. CA Cv CA c¢cv cA

Cadena

corta 914 803 761 682 1002 926 825 734 633 645

Cadena

media 27,07 24,34 2320 2328 26,27 23,41 25,02 2231 2235 23,11
Cadena

larga 63,79 68,13 69,19 6990 63,71 67,33 66,74 7035 71,32 7044
PUFA 524 602 6,02 606 530 613 569 659 626 6,16

MUFA 18,54 20,40 20,65 20,82 1821 2094 19,74 22,78 21,31 20,97

Insaturados 23,78 26,42 26,85 27,06 23,63 2557 2556 2796 27,76 27,30
Saturados 76,22 74,08 73,15 7294 7637 7443 7444 7204 7224 72,70

C12:0/Ci0:0 037 038 041 041 040 042 039 039 042 042

Se puede ver que los porcentajes medios de 4cidos grasos de cadena corta
(Ca0 + Coo + Cso), media (Cioo + Cro1 + Ci20 +Ci3:0 + Cia0i + Craa + Cua0) y larga (desde
Cis0i a Caio) fueron de 8,16 %, 24,51 % y 67,38 %, respectivamente. Aunque los
acidos grasos de cadena media y larga presenten altas concentraciones, no
contribuyen decididamente al flavor de los quesos (Freitas y Malcata, 1998). Se
han encontrado porcentajes de acidos grasos muy similares a los nuestros en
quesos turcos como el Urfa (Atasoy y Tiirkoglu, 2009), donde aparecen valores de
4,0, 251 y 70% para los 4acidos grasos de cadena corta, media o larga,
respectivamente. No obstante, otros autores como Marcos et al. (1984) y Gémez et
al. (1987) observaron en el queso de los Ibores valores ligeramente superiores
para los 4cidos grasos de cadena corta y larga (10,89% y 26,41%, respectivamente)

e inferiores (61,75%) para los acidos grasos de cadena larga.

Se observa que los acidos caprilico (Cso), miristico (Cis0) y palmitico (Cieso)
son los principales acidos grasos de cadena corta, media y larga, respectivamente.
En general, los porcentajes de acidos grasos esterificados obtenidos son muy

similares a los observados en otras variedades de queso de cabra aunque, como se
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ha dicho anteriormente, existen algunas excepciones en donde se han observado

mayores porcentajes de Cisco y menores de Cisa.

Desde un punto de vista nutricional, es importante destacar el contenido de
acidos grasos insaturados del queso de Murcia al Vino. Todos los quesos
estudiados contienen mas de un 25%, de los cuales el acido oleico (Cis1), es el

mayoritario (Figura 28).
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Figura 28. Porcentaje de acidos grasos esterificados en el queso de Murcia al Vino

En el queso de Murcia al Vino la relacion Cizo /Cioo se mantiene en los
rangos caracteristicos de los quesos de cabra, cuyo valor es de 0,4, muy distinto
de los valores que presentan quesos de vaca y oveja que presentan valores de 1,16

y 0,6, respectivamente (Iverson y Sheppard, 1989).

El tipo de coagulante utilizado tampoco afectdé de forma significativa
(p>0,05) a los porcentajes de acidos grasos esterificados de los quesos,
coincidiendo con lo observado en quesos de oveja (Tejada et al., 2003; Sanjuan et
al., 2002).



CAPITULO 1V. RESULTADOS Y DISCUSION 169

4.1.1.4. Valor calérico

En la Tabla 20, se muestran las medias y desviaciones estandar de las
Kilocalorias obtenidas por cada 100g de queso para los quesos elaborados con
cuajo animal y vegetal a lo largo de la maduracion. Los valores de las kilocalorias
se calcularon a partir de la composicion quimica de los quesos (Energia total
digerible (ETD), y Energia metabolizable (EM)), y mediante la bomba
calorimétrica (Energia total (ET)).

Tabla 20. Energia total (ET), energia metabolizable (EM) y de energia total digerible
(ETD) (valores de Kcal/100g queso) del queso de Murcia al Vino elaborado con CA 'y
CVv

Dias de maduracion

2 15 30 45 60
CA
ET 407 £19 2 444 + 262 458 + 182 470 + 142 485 + 26°
ETD 392 £ 232 415 + 16bc 444 + 252 458 + 31° 470 +31°
EM 368 £12° 400 £ 23¢ 412 £18P 415 £ 10 438 +21¢
Ccv
ET 408 + 372 451 +172 468 + 192 479 + 232 493 + 16°
ETD 386 + 492 421 £27° 438 £ 23P 454 +27° 462 +23b
EM 363 + 26° 404 + 16¢ 421 + 14° 427 + 20° 436 + 10¢

a-c. Valores dentro de la misma columna sin superindice coincidente son diferentes estadisticamente
(p<0,05).

En la Figura 29 y 30 se representan los valores medios y las desviaciones
estdindar de las Kilocalorias obtenidas por 100g de queso para los quesos
elaborados con CA y CV a partir de la composicion quimica (ETD y EM) y

mediante la bomba calorimétrica (ET).

Se observa un incremento altamente significativo (p<0,001) de la energia
total (ET y ETD) y la metabolizable (EM) a lo largo de la maduraciéon de los
quesos, tanto para los elaborados con CA como con CV. Este hecho se
corresponde con el incremento que experimentan los solidos totales durante este
periodo. Evoluciones ascendentes similares durante la maduracion también se
han detectado en otras variedades de queso de cabra, como el Armada (Fresno et
al., 1996), el Babia-Laciana (Franco et al., 2003), o el queso de los Pedroches (Pino,
2007), en los cuales la EM se incremento6 desde 334, 285 y 359 Kcal EM/100 g, a los
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Figura 29. Evolucion del contenido calérico (en kilocalorias/100g queso) a lo largo de la
maduracién de los quesos elaborados con cuajo animal (CA)
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Figura 30. Evoluciéon del contenido calérico (en kilocalorias/100g queso) a lo largo de la
maduracién de los quesos elaborados con coagulante vegetal (CV)
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2 dias, hasta los 534, 535 y 415 Kcal EM/100 g a los 60 dias, respectivamente.

El mayor incremento en el valor calérico se ha detectado durante los
primeros 15 dias de maduraciéon (una media de 35 Kcal EM/100g) para ir
descendiendo a medida que esta avanza debido a que las mayores pérdidas de

humedad se producen precisamente durante este periodo.

El método utilizado afectd de forma significativa (p<0,05) a la determinacién
de valor caldrico. De esta manera la energia bruta de los quesos, calculada por el
calorimetro, fue superior a la determinada segtin Kathleen y Escott (2001), aunque
en todos los casos no se detectaron diferencias significativas (p>0,05). Este hecho
puede ser debido a que se comete mayor error a la hora de determinar la
composicion quimica de los quesos, que en la medicién tnica que se hace con la

bomba calorimétrica.

Como cabria esperar, los valores resultantes para la ET y ETD son
superiores a los de la EM en los 2 tipos de quesos, ya que en esta tltima se tienen
en cuenta las pérdidas digestivas y urinarias que se producen en el organismo
(Kathleen y Escott, 2001). Por esta razdén, para calcular esta EM, se utilizan
factores de conversion ligeramente inferiores a los utilizados para calcular la
energia bruta (Mataix, 2002). Ademas, se emplea, junto con la proteina y la grasa,
el 4cido lactico en lugar de la lactosa, ya que se considera que ésta sufre un
proceso de fermentacion y desaparece durante los primeros dias de la

maduracion (Tejada, 2001).

Para observar mejor el efecto del coagulante sobre la energia del queso, en la
Figura 31 se representa la evolucion del contenido calérico (en Kcal de ET/100g
queso) de las piezas elaborados con CA y CV, a lo largo de toda la maduracion. El
tipo de coagulante utilizado en la elaboraciéon de los quesos, no afect6 de forma
significativa (p>0,05) a los valores de ET, ETD y EM; dado que tampoco se
detectaron cambios significativos en la composicion bruta de los quesos, tal y
como se ha comentado en el apartado 4.1.1.1. Pino, (2007) en un estudio en queso
de cabra de los Pedroches elaborados con dos tipos de coagulantes, tampoco
encontrd diferencias significativas en su contenido caldrico (que fue de 415 y de
423 Kcal EM/ 100g queso para los quesos elaborados con CA y CV
respectivamente). No obstante, hay autores que han observado en quesos de oveja

elaborados con coagulante vegetal, un mayor valor caldrico, debido a que las
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concentraciones de grasa y de proteina detectadas en dichos quesos eran mayores

(Sanjudn, 1992; Freitas y Malcata, 1996).
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Figura 31. Evolucién del contenido calérico (en kilocalorias ET/100g queso) a lo largo de
la maduracién de los quesos elaborados con CA y con CV
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4.1.2. Proteolisis

4.1.2.1. Proteolisis primaria, cambios en la fraccion insoluble a pH 4,6, PAGE de

caseinas

Seguin Fox (1989), la proteolisis primaria puede definirse como los cambios
en las caseinas y péptidos que pueden detectarse por métodos electroforéticos. La
electroforesis en medio alcalino urea-PAGE es una técnica ampliamente empleada
para el estudio de la proteolisis primaria durante la maduracion del queso (Fox,
1989; Creamer, 1991).

A pesar de que en el gel sélo van a poder ser visualizados los péptidos de
mayor tamano, es una buena técnica para seguir la hidrodlisis de las caseinas desde
estadios tempranos de maduracion, asi como para la comparacion del patron de

dicha hidrdlisis en diferentes quesos (Creamer, 1975; Marcos et al., 1979b).

Las bandas electroforéticas se han medido mediante densidad &ptica
tratandose, por tanto, de una técnica semicuantitativa, por lo que es dificil la
interpretacion de los resultados, aunque se controlen pardmetros como las
condiciones de separacidn, la aplicacion de la muestra o las técnicas de tefiido y

cuantificacion (McSweeney et al., 1993).

En la Tabla 21, se muestra la evolucion de las caseinas y de sus productos
de degradacion, expresadas como porcentaje de densidad optica total, durante la
maduracion del queso de Murcia al Vino (medias y desviaciones estandar). Por
otra parte, en la Figura 32, se representa el electroforegrama en Urea-PAGE de las
fracciones insolubles a pH 4,6 de las muestras de queso elaboradas con cuajo

animal (CA) y coagulante vegetal (CV) a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion.
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Tabla 21. Cambios en las fracciones caseinicas (valores medios y desviaciones standard),
expresadas como % de densidad dptica total de muestras de queso de Murcia al Vino
obtenidos con CA y CV alo largo de la maduracién

Tipo de Dias de maduracion
coagulante 2 15 30 45 60
Ccv
v2CN 0,77+0,182 0,74+0,142 1,95+0,45b 1,38+0,012b 0,85+0,012
v1-CN 2,39+0,29v 0,75+0,052 1,50+0,232b 0,71+0,082 0,99+0,01-
v3-CN 0,85+0,242 0,43+0,302 0,31+0,042 0,24+0,152 0,17+0,17
-CN 29,1+ 0,58 28,4+1,342> 28 59+4 67>  27,87+4,962  26,79+2,38
P-CN(fi2)  7,21+3,722 8,74 +0,992 8,66+0,832 8,74+2,042 9,41+2,202
a-CN 33,57+2,634  28,42+4,15¢  20,72+4,23>  16,85+5,752¢  13,61+3,602
pre-a-CN  16,79+4,98>  26,38+5,62«¢  28,45+7,584  40,33+13,26¢  39,63+0,63f
CA
v2-CN 2,25+0,01>¢  2,15+0,01>c  2,46+0,20>  3,01+0,60«  3,31+0,18¢
v1-CN 4,08+1,21¢ 4,36+0,87¢ 4,54+0,84c¢ 5,21+1,63¢ 6,31+1,284
v3-CN 1,03+0,332 1,47+0,392b 1,89+0,462b 1,72+0,43b 2,16+0,90p
p-CN 37,48+3,574  36,34+0,32¢«d  36,49+3,85¢4  33,38+5,66Pc  33,82+3,92b¢
B-CN(fi12) 7,021,502 7,94+0,74~ 8,10+1,682 8,66+2,572 8,47+2,21a
a-CN 36,52+1,964  28,77+2,24c  2598+1,19>  27,81+4,04c 21,83+2,72b
pre-a-CN 6,97+0,400  14,15+4,172>  19,04+3,02bc  15,02+2,092t  14,89+3,712b

a¢ Resultados del test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro sin superindices comunes son
estadisticamente diferentes (p < 0,05).
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Figura 32. Urea-PAGE de las fracciones insolubles de extractos de quesos de Murcia al
Vino obtenidos con CV y CA a lo largo de la maduracién

4.1.2.1.a) Gamma-caseinas (y-CN)

Las v-CN, son las primeras bandas que aparecen en el electroforegrama
(Figura 32), como consecuencia de su menor movilidad electroforética. Se han
identificado las fracciones vy2-CN, y1-CN y la vs-CN, siguiendo las indicaciones de
Trujillo et al. (1995).

El tiempo de maduracion afecté de forma significativa (p<0,05) a todas las
v-CNs (y1-CN, v2-CN y y3-CN). Asi, se puede observar que en quesos elaborados
con CA, la y1-CN experimentd un aumento continuo durante la maduracion, que
se hace mas evidente a partir del dia 30, aunque como se observan en los
resultados de la comparacién multiple de medias (Tabla 21), sélo fue significativo
(p<0,05) a partir del dia 45 de la misma. Las y2-CN permanecieron estables hasta
los 30 dias de maduracién para luego ir aumentando hasta los 60 dias, donde los
valores detectados fueron significativamente mas elevados (p<0,05). Por tltimo,

podemos observar como las 7vys-CN aumentan también durante toda la
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maduracion, obteniéndose al final de la misma valores significativamente (p<0,05)

mas elevados que al principio.

En la Figura 33, se representa la evolucion que experimentan el total de las
v-caseinas (y-CN) de los quesos de Murcia al Vino elaborados CA y con CV
durante su maduracion. Como se observa las y-CN totales también aumentan de
manera significativa (p<0,05) a lo largo de la maduracion, siendo muy claras las

diferencias observadas entre quesos elaborados con distinto coagulante.

Las y-CN son subproductos resultantes de de la hidrolisis de las 3-CN, por
la accion de la plasmina (Grappin et al., 1985; Fox et al., 1993a; Trujillo et al.,
1997b). Por tanto, la evolucién ascendente que experimentan las y-CN va
acompafnada de la degradacidon progresiva de las -caseinas (3-CN) presentes en
el queso a lo largo de la maduracion. De hecho, algunos autores afirman que la y:-
caseina se corresponderia con la fraccion B-CN (f-209), la y2-caseina con la -CN

(f106-209) y la y3-caseina con la 3-CN (fios209) (Sousa et al., 2001).

Los resultados en los quesos elaborados con CA son similares a los
encontrados en la bibliografia para otros quesos, como en el queso Teleme
(Mallatou et al., 2004), en quesos elaborados con leche de cabra (Trujillo et al.,
2002), en el queso Kuflu (Hayaloglu et al., 2008) o queso de cabra elaborado con
dos coagulantes (Pino et al., 2009) entre otros.

El tipo de coagulante utilizado afecté de manera significativa (p<0,001) a la
cantidad total de y-CN de los quesos, detectandose unos valores mas elevados en
los elaborados con CA frente a los elaborados con CV (Figura 31). Ademas, los
valores para los quesos CV disminuyeron significativamente (p<0,05) durante la

maduracion.

Los quesos elaborados con CA presentaron valores significativamente mas
elevados (p<0,01) en cada una de las y-caseinas detectadas (yi-CN, y2-CN y vs-
CN). Al comparar la tendencia en las evoluciones de las distintas fracciones de -
CN analizadas (Figuras 34, 35 y 36) se comprueba que frente a la evolucion
ascendente que sufren las tres fracciones en los quesos elaborados con CA, en los

elaborados con CV la evolucidn observada es muy irregular.
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Puesto que la materia prima y el proceso de fabricacion utilizado para
obtener las dos partidas de quesos fueron los mismos, el menor contenido de y-
CN en los quesos elaborados con CV, con respecto a los elaborados con CA,
pudiera deberse a que las cinarasas tuvieran mayor capacidad de hidrolizar estas

fracciones que la quimosina.

Resultados similares fueron encontrados por Pino (2007) en un estudio
realizado en queso de los Pedroches. En éste se detectaron valores superiores de
las y-CN en los lotes de quesos elaborados con CA frente a los elaborados con CV,
aunque se justificaron estos valores superiores por la diferente actividad que
presentaba la plasmina en los quesos elaborados con diferentes coagulantes. Este
autor sostiene que la menor actividad de la plasmina observada en los quesos
elaborados con CV se debe, a que las cinarasas presentes en el coagulante vegetal

inhiben su accion o impiden la activacion del plasmindgeno.

4.1.2.1.b) Beta-caseinas (3-CN)

Las -CN presentan una movilidad ligeramente mayor que las y-CN, y
generalmente se van a resolver en el electroforegrama (Figura 32) como dos
bandas, identificadas como 3-CN y -I-CN o B-CN (f1192).

En la Tabla 21 y en la Figura 37 se muestran los valores para las 3-CN de las
muestras de quesos de Murcia al Vino elaborados con CAy CV alos 2, 15,30,45y

60 dias de maduracion.

Tal y como se puede comprobar, el tiempo de maduracion afecto
significativamente (p<0,01) al contenido de las 3-CN del queso de Murcia al Vino.
En los quesos elaborados con CA estas fracciones disminuyeron a lo largo de todo
el periodo de maduracion (con un porcentaje de descenso del 9,77%), habiéndose
observado valores de 37,48% y de 33,82% de densidad dptica a los 2 y 60 dias de
la maduracion, respectivamente. No obstante, en el andlisis multiple de medias
(Tabla 21), se observa que hasta los 45 dias de maduracién no se establecieron
diferencias significativas (p<0,05) con respecto a los quesos frescos con 2 dias de

maduracion.
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Por otra parte, en lineas generales, la 3-CN (fi192) se mantuvo estable
durante la maduracion, no estableciéndose diferencias significativas (p>0,05) para

ninguna de las muestras de queso analizadas (Figura 38).

Esta evolucién detectada en el queso de cabra de Murcia al Vino, también se
ha encontrado en otras variedades de queso de cabra, como en el queso elaborado
con leche de cabra Murciano-Granadina (Trujillo et al., 2002), en queso
Kefalograviera (Katsiari et al., 2001), en queso Prato artesano (Gorostiza et al.,

2004) o en quesos de cabra elaborado con dos coagulantes (Pino et al., 2009).

La evolucion descendente que experimentan las 3-CN se corresponde con la
hidrdlisis que sufren como consecuencia de la accion de la plasmina, como se ha
comentado anteriormente, asi como, de una pequefa accion residual que ejerce el
cuajo sobre estas 3-CN, que es mucho menos intensa que la ejercida sobre las a-
CN (Trujillo et al., 2002; Mallatou et al., 2004; Gorostiza et al., 2004).

La degradacion que sufren estas fracciones no es muy intensa (alrededor del
9% de degradacién), quedando gran parte de ella sin hidrolizar en los quesos con
60 dias de maduracion. Este hecho ya ha sido observado por diversos autores
(Creamer, 1975; Martin-Hernandez et al., 1992a; Carretero et al., 1994) que apuntan
que la 3-CN es bastante resistente a la proteolisis en la mayoria de las variedades
de quesos en las que se utiliza CA, permaneciendo hasta aproximadamente el

50% de ella sin hidrolizar al final de la maduracion.

En relacion a la influencia del tipo de coagulante sobre las B-CN, se
detectaron valores significativamente superiores (p<0,05) para estas fracciones en
los quesos elaborados con CA frente a los elaborados con CV, con valores de % de
densidad Optica a los 60 dias de maduracion del 33,82% vy 26,79%,
respectivamente. Este hecho se debe a que la degradacidon que sufren las 3-CN es
mayor en los quesos elaborados con CV, probablemente debido a que las
cinarasas presentan una mayor actividad proteolitica sobre las 3-CN que la

quimosina.

Coincidiendo con nuestros resultados, Pino et al. (2009) encontraron en
quesos de cabra valores superiores en los elaborados con CA frente a los
elaborados con CV, con porcentajes de 44,0% y de 38,1%, respectivamente. En
quesos de oveja elaborados con CV y CA, se han observado resultados muy

similares. Asi, Ferndndez-Salguero y Sanjuan (1999) también encontraron
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porcentajes superiores en los quesos elaborados con CA con respecto a los
elaborados con CV (presentando valores de 3-CN a los 60 dias de maduracion de
43,3% y 37,4%, respectivamente) mientras que Sousa y Malcata (1997a)
encontraron valores de degradacion de la B-CN del 43% a los 68 dias de

maduracion en queso de oveja elaborado con coagulante vegetal y CA.

4.1.2.1.c) Alfa-caseinas (as-CN)

En la Tabla 21 y en la Figura 39 se exponen los valores de densidad dptica
detectados para las fracciones de a-CN de los quesos de Murcia al Vino

elaborados con CA y CV alo largo de su maduracion.

El tiempo de maduracion afectd de forma altamente significativa (p<0,001) a
los valores de a-CN. De esta manera, se observa un descenso desde los primeros
dias de maduracién, obteniéndose a los 2 y 60 dias valores de 36,52% y 21,83% y
de 33,57% y 13,61% de densidad oOptica en los quesos elaborados con CA y CV,

respectivamente.

La hidrolisis inicial de las a-CN se debe fundamentalmente a la actividad
proteolitica del cuajo y de la plasmina presente en la cuajada como enzimas
residuales (Poveda et al., 2003; Singh et al., 2003; Sousa y McSweeney, 2001). Esta
degradacién da como resultado la as-CN-I, que se incluye en el grupo de los

productos de degradacion.

La hidrdlisis detectada en las a-CN en el queso de Murcia al Vino elaborado
con CA ha sido mas rdpida y mads intensa que la de las -CN (Figura 40),
detectdndose un ratio a-CN/ -CN descendente durante toda la maduracion, con
valores de 0,88 y 0,48, a los 2 y 60 dias, respectivamente.

A pesar de que el coagulante residual de la cuajada produce
fundamentalmente la degradacion de las a-CN, también actiia de manera menos
especifica sobre la B-CN (Fox et al., 1993a), produciendo una hidrodlisis mas
extensa en las a-CN durante la maduracién. Este hecho concuerda con los
resultados encontrados en la bibliografia para otros quesos de cabra (Trujillo et al.,
2002; Marcos et al., 1979b), en queso Armada (Fresno et al., 1997), en queso
Teleme (Mallatou et al., 2004), en el queso de Los Pedroches (Pino et al., 2009), o en
otros tipos de quesos como el Feta (Michaelidou, 1997), el Kekalograviera

(Katsiari et al., 2001), el queso Kuflu (Hayaloglu et al., 2008), o el queso Sdo Jorge
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(Kongo et al., 2009) entre otros, en donde las a-CN se degradaron mads
rapidamente que las -CN, debido a la mayor especificidad de las enzimas

proteoliticas hacia ellas.

Fernandez-Salguero y Sanjuan (1999), Nufiez et al. (1991) y O'Mahony et al.
(2003), obtuvieron en quesos de cabra y oveja unos patrones de electroforesis
parecidos a los nuestros, donde también se apreciaba una mayor susceptibilidad
de las a-CN a la proteolisis, frente a las 3-CN. Este hecho es logico ya que la
estructura primaria de B-CN, asa-CN y a2-CN ovinas y caprinas son muy

similares.

Phelan et al. (1973), justificaron la mayor resistencia a la hidrodlisis
enzimatica de las -CN a la estructura que presentan las mismas, que las hace
menos accesibles a las enzimas. Ademas, otros autores apuntan que el contenido
en NaCl y la grasa afectan también a la degradacion de las B-CN, haciéndolas
mas resistentes frente al ataque enzimatico. En este sentido, Sousa y Malcata
(1997a) encontraron una relacion indirecta entre la concentracion de NaCl y la a-
CN caprina. Este hecho también fue observado por Noomen (1978), en queso tipo

Meshanger, y por Delacroix- Buchet y Trossat (1991) en queso tipo Gruyére.

El tipo de coagulante utilizado afecté de forma significativa (p<0,001) a los
valores de a-CN de los quesos. Asi, se puede comprobar que desde los primeros
dias de la maduracion se detectaron niveles de a-CN mas bajos en los quesos
elaborados con CV, con respecto a los elaborados con CA, alcanzando valores de
13,61% y 21,83% de densidad O6ptica a los 60 dias de maduracion,
respectivamente. No obstante, estas diferencias no resultaron ser significativas
(p<0,05) hasta los 45 dias de maduracion (Tabla 21).
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Figura 39. Evolucion de las a-caseinas (a-CN) del queso de Murcia al Vino elaborado con
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Al igual que ocurre con los quesos elaborados con cuajo, la evolucion que
siguen las a-CN de los quesos elaborados con CV es significativamente
descendente (p<0,05) a medida que transcurre la maduracion, y la degradaciéon
que sufren fue mas intensa que en los quesos elaborados con CA (con porcentajes
de degradacion del 59,5% y 40,2%, respectivamente). Esta mayor degradacion de
las a-CN en relacion a las 3-CN en los quesos elaborados con CV, determina que
el ratio a-CN/ B-CN en estos quesos (Figura 40) experimente un descenso mas
acusado que el detectado para los quesos elaborados con CA (con valores de 0,92
frente a 0,88 y de 0,36 frente a 0,48 a los 2 y 60 dias de maduracidn,

respectivamente.

Este descenso mas pronunciado de los valores de a-CN en quesos
elaborados con CV respecto a los elaborados con CA, se debe a que las cinarasas
presentes en el CV tienen mayor actividad proteolitica sobre las a-CN que la
quimosina del CA (Sousa y Malcata, 1997a). Resultados similares se han
encontrado en la bibliografia para otras variedades de queso, como el queso de
los Pedroches. En esta variedad de queso, Pino (2007) detect6 valores de 52,8% y
41,8% para quesos elaborados con leche de cabra con CV y CA, respectivamente a
los 60 dias de maduracion. Por su parte, Fernandez-Salguero y Sanjudn (1999) y
Sousa y Malcata (1997a), detectaron en quesos de oveja una mayor susceptibilidad
de las a-CN respecto a las 3-CN, frente a la accion proteolitica de las cinarasas. De
hecho, estos ultimos observaron desde los primeros dias de la maduracidn, la
aparicion de dos bandas con mayor movilidad electroforética en la region de las
a-CN en los quesos elaborados con CV no detectdndolas en los elaborados con
CA.

4.1.2.1.d) Pre-alfa-caseinas (pre-as-CN)

En el electroforegrama (Figura 32) se observan unas bandas con mayor
movilidad relativa que las a-CN denominadas pre-a-CN (pre-a-CN) (Franco et
al., 2001; Pino, 2007). Las pre-a-CN se corresponden con los productos resultantes
de la proteolisis de las a-CN, como consecuencia fundamentalmente de la accion
del cuajo (McSweeney et al., 1993; Hayaloglu et al., 2008). Esta hidrolisis da como
resultado la aparicion de diferentes bandas electroforéticas de distinto tiempo de
migracion en el gel, pertenecientes a una misma proteina. Este hecho es posible

dada la heterogeneidad que presentan las a-CN caprinas y los grandes tiempos
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de migracion de éstas, debidos a los diferentes niveles de fosforilacion que

presentan.

Los valores medios de pre-a-CN y su evoluciéon a lo largo de todo el

periodo de maduracién se muestran en la Tabla 21 y en la Figura 41.

609 —— CA
50 A
=
e
2
w40 A
o
E=
&
- 30 -
o
o
F 4
S 209
A
ES
10
0 T T T T T

2 15 30 45 60

Dias de maduracion

Figura 41. Evolucién de las pre-a-caseinas (pre-a-CN) del queso de Murcia al Vino
elaborado con CA y CV alo largo de la maduracion

El tiempo de maduracion afect6 significativamente (p<0,001) a los valores
de pre-a-CN. Asi, se observa un incremento de éstas a medida que avanza la
maduracion de los quesos, aunque tan sélo en algunos casos se establecen
diferencias significativas (p<0,05) en la comparacion multiple de medias (Tabla
21). Este fendmeno también ha sido observado en otros quesos de cabra como en
el queso Ahumado de Aliva (Franco et al., 2001); en quesos tipo Garrotxa (Saldo et
al., 2002); en el Babia-Laciana (Franco et al., 2003); en el queso Monterey Jack
(Park, 2001; Van Hekken et al., 2004); el queso de Los Pedroches (Pino, 2007) o en
el queso Sao Jorge (Kongo et al., 2009).
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La evolucion que siguieron las pre-a-CN de los quesos fue inversa a la
experimentada por la fraccion a-CN de los mismos, observandose un aumento
pronunciado durante los primeros 15 dias de maduracién en ambos tipos de
queso. A partir de ese dia, se detectdé un aumento continuo en los quesos
elaborados con CV, manteniéndose valores mds o menos constantes en los

elaborados con CA.

El tipo de coagulante utilizado en la elaboracion del queso de Murcia al
Vino afecté de manera altamente significativa (p<0,001) a los valores pre-a-CN,
que fueron, desde los primeros dias de la maduracion, superiores en los quesos
elaborados con CV. De esta manera se han observado a los 2 y 60 dias unos
valores de 16,79% y 39,63% y de 6,97% y 14,89% en quesos elaborados con CA y
CV, respectivamente. Estos resultados se pueden corroborar al observar en los
quesos elaborados con CV un mayor numero de bandas en las regiones de las

pre-a-CN, frente a las detectadas en los lotes elaborados con CA (Figura 32).

Como se ha comentado anteriormente, estos resultados se deben a que las
a-CN de los quesos elaborados con CV sufren una proteolisis mas intensa que las
de los quesos elaborados con CA, indicando una mayor actividad de las cinarasas
del cardo sobre la fracciéon a-CN desde los primeras fases de la elaboracién del
queso. Sousa y Malcata (1998a) observaron que en la a-CN caprina en solucion,
debido a la accién de las proteinasas de C. cardiinculus sobre su enlace mas
sensible, el Phex-Phex, se producia un grupo de bandas de mayor movilidad
electroforética (pre-a-CN). Estas bandas fueron apreciadas en queso de cabra y
oveja elaborado con proteinasas de C. cardiunculus a partir de los 7 dias de
maduracion, pero en cambio no se apreciaron hasta los 28 dias de maduracién en
quesos de oveja elaborados con coagulante animal (Sousa y Malcata, 1997a).
Posiblemente, estas bandas de la region de las pre-a-CN engloben fracciones
como la as1-I-CN (incluido f2199), y péptidos del tipo a-CN (f2++), tal y como estos
mismos autores identificaron en queso elaborado con proteinasas de C.

cardunculus.
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4.1.2.1.e) Analisis multivariante

Andlisis de componentes principales (ACP)

Los resultados obtenidos del andlisis de componentes principales (ACP) de

las fracciones caseinicas, se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Andlisis de componentes principales de datos
a lo largo de la maduracién del porcentaje de las
fracciones de caseinas de muestras de queso de Murcia al
Vino elaborados con CA y con CV

Componente principal

1 2
Y-caseinas -0,54 0,8
[-caseinas 0,63 0,71
«a-caseinas -0,96 -0,08
Pre-a-caseinas 0,99 -0,09

Se han extraido dos componentes principales (CP) que explican un 94% del
total de la varianza (Tabla 22). El CP1, explica el 64,8% del total de la varianza y
se correlaciona positivamente con la 3-CN y la pre-a-CN, y negativamente con la
Y-CN y la a-CN. Pre-a-CN y a-CN son las variables que presentan una
correlacion mas alta con el CP1. El segundo componente, explica el 29,2% del total
de la varianza, y se correlaciond positivamente con la y-CN y la 3-CN y de forma
negativa con la a-CN y la pre-a-CN. y-CN y B-CN son las fracciones que

presentan una correlacién mas alta con el CP2.

En la Figura 42 se representan los quesos en el plano definido por los dos
componentes principales extraidos. Se observa como el CP1 agrupa a los quesos
en funcién del tiempo de maduracion, apareciendo los quesos con 2 dias en el
hemisferio izquierdo del grafico y los de 60 dias en el derecho positivo. Por tanto,
podemos afirmar que el que el CP1 se corresponde con el tiempo de maduracion.
El CP2 agrupa a los quesos elaborados con CV en la parte inferior del grafico,
mientras que los elaborados con CA quedan en la superior. Por tanto, podriamos

afirmar que el CP2 se corresponde con el tipo de coagulante.
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Figura 42. Representacion en el plano definido por los 2 componentes principales,
extraidos con los valores de las fracciones caseinicas de los quesos elaborados con CV y
CA alo largo de la maduracion

4.1.2.2. Proteolisis secundaria. Cambios en los componentes del nitrégeno

En el estudio de la proteolisis secundaria las fracciones nitrogenadas sirven
de base para establecer los indices de maduracion, reflejando el alcance de dichos
procesos de proteolisis. Estos procesos implican una degradacion limitada de la
paracaseina por la accion del coagulante (y/o plasmina) sobre los polipéptidos, los
cuales son a su vez degradados por accion del sistema proteinasa/peptidasa de
bacterias estarter y/o bacterias propias de la leche, en péptidos y aminodacidos
(Fernandez-Salguero, 1975; Kleter, 1977; Visser 1977a y 1977b; Wilkinson et al.,
1992).

En la Tabla 23 se muestran las medias y las desviaciones estandar de las
fracciones nitrogenadas a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracién en quesos de
Murcia al Vino, obtenidos tras coagular la leche con CA y CV. Los datos se

expresan como porcentaje de cada una de las fracciones con respecto al nitrégeno
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total. También se incluyen los resultados de la comparacion multiple de medias

individualizadas que se han realizado mediante el test LSD.

Tabla 23. Cambios en las fracciones nitrogenadas de las muestras de quesos al vino de
Murcia elaborados con CV y CA a lo largo de la maduracion, expresados como g/100 g de
NT

Tipo Dias de maduracion
Coagulante 5 15 30 5 50
Ccv
NSp 18,745,844 26,55+4,044 29,21+3,27¢ 32,52+8,14¢f 34,79+3,83f
NNP? 4,66+1,16° 6,93+1,48¢ 796+1,144  11,43+1,13f 11,16+1,09¢
NAAP 0,20+0,02a>  0,39+0,13¢<  0,58+0,20%  0,63+0,09¢  0,88+0,18f
N-NHzsb 0,29+0,05=  0,44+0,12>  0,59+0,21bc  0,66+0,26c  0,59+0,16b¢
CA
NSP 10,55+1,072  11,83+1,192 16,46+2,88> 17,63+2,73¢ 19,04+2,564
NNP? 3,63+0,792  5,06+0,76*  7,51+0,30«¢  8,45+1,71d  9,61+1,83¢
NAAP 0,14+0,03=  0,31+0,13c  0,44+0,18<¢  0,44+0,11<¢  0,66+0,23¢
N-NHsP 0,31+0,100  0,41+0,11=>  (0,47+0,08>  0,51+0,08> 0,55+0,06b¢

Resultados del test de Fisher (LSD); medias del mismo parametro sin superindices comtnes son
estadisticamente diferentes (p<0,05)

b NS: nitrogeno soluble en agua a pH 4,6, NNP: nitrégeno no proteico, NAA: nitrégeno
aminoacidico; N-NHas: nitrégeno amoniacal

4.1.2.2.a) Nitrégeno soluble en agua a pH 4,6 (NS)

En quesos, tradicionalmente se considera la proporcion de (NS) como
“indice de maduraciéon”, ya que esta fraccion aumenta a medida que acttan las
enzimas coagulantes y proteasas de la leche, presentes al principio de la

maduracion, sobre las caseinas.

En la Figura 43 se representa la evolucion de los valores de NS (expresados
como g/100gNT) durante todo el periodo de maduracion, de los quesos de Murcia
al Vino elaborados con CA y CV.
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Figura 43. Evolucién del NS de los quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo
largo de la maduracion

El tiempo de maduracion afecté de forma altamente significativa (p<0,001)
al porcentaje de NS de los quesos, observandose un incremento significativo
(p<0,05), desde el dia 30 de la maduracién. De esta manera, en los quesos
elaborados con CA se observaron valores de 10,55 y de 19,04 g/100gNT a los 2y

60 dias de maduracidn, respectivamente.

EINS, se correlaciona de manera negativa (p<0,05) con las a y las 3-CN de
los quesos a lo largo de la maduracion. Este hecho es bien conocido y demuestra
que la mayoria de los componentes del NS van a ser los productos resultantes de
la hidrdlisis de las caseinas y van a englobar a proteinas séricas, péptidos de peso

molecular mediano y aminodacidos (Christensen et al., 1999; Schlesser et al., 1992).

Esta tendencia ascendente del NS durante la maduracion también ha sido
observada en otros quesos de cabra (Trujillo et al., 2002; Alichanidis et al., 1981;
Vefopoulou et al., 1989; Mallatou et al., 2004 o Michaelidou et al., 1998), aunque los

valores detectados no siempre coincidieron con los nuestros. Asi, los valores
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observados en los quesos elaborados con CA a los 60 dias fueron superiores a los
detectados por Ballesteros et al. (2006) en quesos Manchegos elaborados con leche
pasteurizada de cabra, por Freitas y Malcata (1996) en queso Picante, por Franco
et al. (2003) en el queso Babia-Laciana, o por Fresno et al. (1997), Carballo et al.
(1994), Mallatou et al. (2004) o Fernadndez-Salguero y Gomez (1997) en quesos
Armada, Valdeteja, Teleme o en quesos de Cadiz, Mdalaga y Sierra Morena,
respectivamente. No obstante fueron inferiores a los encontrados por Guizani y
Zaher (2006) en queso Majorero; por Trujillo et al. (2002) en quesos elaborados con
leche de cabra, o por Pino (2007) en el queso de Los Pedroches elaborado con CA.
Esta disparidad de valores encontrados puede ser atribuida a diversos factores
como la concentracién de NaCl en los quesos (Fox et al., 2000), a la diferencia de
pH que presenten a la presencia de valores mayores de humedad en los quesos o

a diferencias en el cultivo iniciador utilizado (Fox et al., 1990).

Mas et al. (2002) en queso Ibores elaborado con leche de cabra, O’Sullivan et
al. (2005) en quesos tipo Camembert elaborados con leche de cabra, y Cabezas et
al. (2007) en quesos de cabra elaborados con tecnologia del Manchego, observaron

valores muy similares a los nuestros.

El tipo de coagulante empleado modificé de forma significativa (p<0,001) el
contenido de NS de los quesos. Este porcentaje aumentd considerablemente
durante la maduracion de los mismos y fue mayor en los quesos elaborados con
CV en comparacion con los elaborados con CA. Asi, se detectaron valores a los 60
dias de 19,04 y de 34,79g NS/100g NT, en quesos elaborados con CA y CV,

respectivamente.

Las mayores cantidades de NS de los quesos elaborados con CV, se detectan
desde los primeros estadios de la maduracidn; y se deben a la mayor accién
proteolitica que presentan las cinarasas del CV sobre las caseinas, con respecto a

la renina o quimosina del CA.

Existen autores que encontraron el mismo resultado en sus estudios
realizados en variedades de queso elaboradas con dos tipos de coagulante (CA y
CV). Asi, Pino (2007) en quesos de leche de cabra, observo diferencias
significativas (p<0,05) en los valores de NS entre los quesos elaborados con los
dos tipos de coagulantes, siendo significativamente mayores aquellos

encontrados en las piezas elaboradas con CV. En otras variedades de quesos de
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leche de oveja elaborados con extractos de C. cardiinculus, también se observo que
las cinarasas presentes en el coagulante vegetal presentaban una mayor actividad
proteolitica que la quimosina del cuajo animal (Ferndndez-Salguero et al., 2002;
Tejada y Fernandez-Salguero, 2003; Vioque et al., 2000; Ntfez et al., 1991; Sanjuan,
1992; Cordeiro et al., 1992; Ortiz de Apocada et al., 1994; Macedo et al., 1996; Sousa
y Malcata, 1998a; Sanjudn y Ferndndez-Salguero, 1994, O’Mahony et al., 2003,
Chen et al., 2003; Prados et al., 2007; Galan, 2008).

Ademas del tipo de coagulante empleado y la cantidad empleada en la
fabricacion de los quesos (que esta directamente relacionado con el coagulante
residual), existen otros factores que pueden influir sobre el porcentaje de NS de
los mismos. Estos son: la temperatura y humedad relativa durante la maduracion,
la adicion de cultivos iniciadores, la pasterizacion de la leche, la concentracion de
sal y el valor de pH del queso. En el presente trabajo, como las condiciones de
elaboracion de todas las partidas de quesos fueron idénticas, el porcentaje de NS
de los mismos solo pudo ser afectado por el tipo de enzimas coagulantes

empleadas.

Varios autores afirman que el mayor porcentaje de NS detectado en los
quesos elaborados con CV, con respecto a los de CA, supone un mayor grado de
maduracion para el mismo tiempo considerado, de forma que se consigue
acelerar la maduracion del queso, (Ferndndez-Salguero y Sanjuan, 1999;
Fernandez-Salguero et al., 2004). En relacion a esto, Galan (2008) utiliz6 para
elaborar quesos un CA, un CV y una mezcla de ambos al 50%, detectando que
para los dos tipos de quesos elaborados con CV (al 100% o al 50%) los valores de
NS fueron superiores a los que presentaban los elaborados con CA. Estos

resultados los atribuy¢ a la fuerte actividad proteolitica de las cinarasas vegetales.

4.1.2.2.b) Nitrogeno no proteico (NNP)

La fraccion del Nitrodgeno no proteico (NNP) de los quesos estd compuesta
principalmente por pequenos péptidos (de entre 2 y 20 residuos), aminoacidos
libres, aminas y amoniaco, y es considerado como un indice de “profundidad de
maduracion”. Esta fraccion nitrogenada evaltia principalmente la accion de las

peptidasas bacterianas, al ser estas enzimas las principales responsables de la
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formacién de pequenos péptidos y aminodcidos libres (Fox, 1989; Lane et al.,
1997).

En la Figura 44 se representa la evolucion que experimenta el NNP durante
la maduracién. Tal y como se puede observar (Tabla 23) el contenido de NNP en
los quesos se modific6 de manera altamente significativa (p< 0,001) a lo largo de

la maduracion, experimentando un gran incremento desde los primeros dias.
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Figura 44. Evolucion del NNP (medias y desviaciones estandar) de las muestras de quesos
de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo largo de la maduracién

El importante aumento de los porcentajes en los primeros 15 dias de
maduracién, probablemente coincide con la accién que presentan las bacterias
acido-lacticas, que es maxima en este periodo de tiempo (Macedo et al., 1995;
Guizani et al, 2005). Estas bacterias se corresponden, en nuestro caso,
fundamentalmente con los cultivos iniciadores que se afiadieron a la leche
durante la elaboracion de los quesos. El coagulante va a ser capaz de hidrolizar

las caseinas produciendo polipéptidos solubles a pH 4,6, pero posee limitada
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capacidad para degradar a estos ultimos (Desmazeaud et al., 1977). Por esta razon,
van a ser las bacterias integrantes del cultivo iniciador (L. lactis subs. lactis y
cremoris y S. salivarius subs. thermdphilus) las que acttian sobre estos polipéptidos
rindiendo péptidos pequefios y aminodcidos libres, que son solubles en TCA 12%,
y por tanto, se cuantifican como NNP/NT. Autores como Furtado et al. (1988)
también utilizaron este indice para evaluar la accion de las bacterias acido-lacticas

en la formacion de los componentes de bajo peso molecular en queso.

La evolucion ascendente del NNP durante la maduracion también se ha
observado en otras variedades de queso de cabra como el Teleme, (Mallatou et al.,
2004); Tulum, (Hayaloglu et al., 2007) o Babia-Laciana (Franco et al., 2003) entre

otros.

Los valores observados en el queso de Murcia al Vino a los 60 dias de
maduracion (9,61g NNP/100g NT), fueron similares a los encontrados por
Gonzélez-Crespo y Mas (1993), en quesos de cabra con 60 dias, ensayados con
distintos tipos de cultivos iniciadores. No obstante, estos valores son superiores a
los encontrados por Mallatou et al. (2004) en el queso Teleme (que presento 6,86g
NNP/100g NT), por Franco et al. (2003) en el Babia-Laciana (con 8,6g NNP/100g
NT), por Olarte et al. (2000) en queso Cameros (con 4,99g NNP/100g NT), o por
Freitas y Malcata (1996) en el queso Picante (con 7,97g NNP/100g NT). Y se
muestran inferiores a los observados por Pino et al. (2009), en queso de cabra de
Los Pedroches elaborados con CA (con 15,29g NNP/100gNT), Fernandez-
Salguero y Goémez (1997) en quesos de Alhama de Granada y Aracena (con
valores de NNP de 13,4% y 18,3%, respectivamente), o en quesos Majorero donde
Fontecha et al. (1990), Marcos et al. (1985) y Mas et al. (2002) detectaron valores de
20,40%, 11,4% y 10,21%, respectivamente.

El tipo de coagulante influyé de manera significativa (p<0,001) sobre los
valores de NNP de los quesos, observandose valores mas elevados en los quesos
elaborados con CV desde los primeros dias de maduracién. De esta manera, en la
comparacion multiple de medias (Tabla 23) se establecen desde los 2 dias de
maduracion, valores significativamente mas elevados (p<0,05) en los quesos
elaborados con CV que en los elaborados con CA, presentando valores de 4,66 y
3,53 g NNP/100g NT, respectivamente.
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Los estudios realizados en otras variedades de queso para determinar el
efecto del coagulante vegetal sobre los contenidos en NNP arrojan resultados
contradictorios. Asi, Fernandez-Salguero y Sanjuan (1999), no detectaron
diferencias significativas entre el NNP de quesos de Los Pedroches (sin cultivo
iniciador) elaborados con ambos tipos de coagulantes. De hecho, a pesar de que
detectaron al principio de la maduracién mayores contenidos de NNP en los
quesos elaborados con CV, concluian que la produccion de componentes
nitrogenados de bajo peso molecular era independiente del tipo de coagulante
usado y que dependia solamente de la actividad de las enzimas microbianas que
tiene el queso. Por el contrario, existen autores como Pino et al. (2009) en quesos
de cabra elaborados con dos tipos de coagulantes, Ntnez et al. (1991) en queso de
La Serena, Freitas y Malcata (1996) en queso Picante, o Tejada (2001) y Galan
(2008) en el queso de Los Pedroches, que, al igual que nosotros, si encontraron
diferencias significativas en el contenido de NNP de quesos elaborados con
ambos coagulantes. Todos ellos atribuyen este resultado a que en los quesos
elaborados con CV hay una mayor rotura de las caseinas y de sus primeros
productos de degradacion. Por lo tanto, contienen mas sustrato disponible para

producir mayor cantidad de nitrégeno de bajo peso molecular.

Ademads, debido a la mayor concentracion de proteasas microbianas, se
observa que las diferencias detectadas entre los contenidos de NNP de lotes
elaborados CV y CA se acentian mas en los quesos que se elaboraron con cultivo
iniciador, (como en los de nuestro estudio). De hecho, Carmona et al. (1999) en
queso de Los Pedroches y Sousa y Malcata (1996b) en queso Serra, obtuvieron en
lotes de quesos elaborados con cultivo iniciador unos contenidos de NNP muy
superiores a los detectados en los lotes elaborados sin cultivo. Légicamente, en los
quesos elaborados con CV la mayor concentracion de sustrato, junto a este
incremento de proteasas, favorece notablemente la produccion de pequetos y

medianos péptidos provocando, por tanto, un mayor aumento del NNP.

4.1.2.2.c) Nitréogeno aminoacidico (NAA)

El NAA va a englobar el nitrégeno de los aminodcidos liberados como
consecuencia de la hidrdlisis de péptidos mediante diversas peptidasas

microbianas.
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En la Figura 45 se representa la evolucion del contenido en NAA del queso
de Murcia al Vino elaborado con CA y CV a lo largo de su maduracion. En la
Tabla 23 se muestran los valores medios y desviaciones estandar expresadas en
porcentajes sobre el NT, asi como también, los resultados de la comparacion

multiple de medias.
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Figura 45. Evolucion del NAA (medias y desviaciones estandar) de las muestras de
quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo largo de la maduracion

Los valores para el NAA se vieron afectados de manera significativa
(p<0,01) por el tiempo de maduracion de los quesos, incrementandose hasta
alcanzar al final de la misma unos niveles de 0,66g NAA/100gNT. Los resultados
de la comparacion multiple de medias nos indican que este aumento es
significativo (p<0,05) en los primeros 15 dias de maduracion; se mantiene luego
constante desde los 30 a los 45 dias, para volver a experimentar otro aumento

también significativo (p<0,05) hasta el final de ella.

Este aumento, que se corresponderia con la hidrolisis de péptidos pequefios

procedentes de la acciéon de enzimas bacterianas liberadas en la lisis celular,
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también fue observado en quesos de cabra como el Babia Laciana o el de Los

Pedroches (Franco et al., 2003 y Pino, 2007, respectivamente).

Se han realizado diferentes estudios en otras variedades de queso para
observar como afectaban diversos factores en el contenido en NAA. Asi, Sousa y
Malcata (1996b) en queso Serra, y Vioque (2002) en quesos de oveja, compararon
los valores de NAA en quesos elaborados con o sin cultivo iniciador, obteniendo
mayores contenidos en aquellos a los que se inoculd starter. Por otra parte, en
queso Emmental, Baer et al. (1997) comprobaron que a medida que se incrementa
la cantidad de cuajo (aumentando por tanto su proteolisis) aumenta la produccion
de aminodcidos por la accion de Lactobacillus, no ocurriendo lo mismo cuando se

incrementaron los niveles de plasmina.

El tipo de coagulante influyd significativamente (p<0,01) en los contenidos
de NAA de los quesos, observandose en los quesos elaborados con CV valores
ligeramente superiores a los elaborados con CA, aunque las diferencias
significativas (p<0,05) no aparecieron hasta los 30 de la maduracion (Tabla 23). A
los 60 dias se observan en quesos elaborados con CV valores de 0,88 g NAA/100g
NT, frente a los 0,66 g NAA/100gNT que presentaron los quesos elaborados con
CA. No obstante, el incremento que sufrieron durante todo el periodo de estudio
fue muy similar para ambos tipos de queso (con valores de 77,3% y 78,8% para

quesos elaborados con CV y CA, respectivamente).

En otras variedades de queso también se ha observado mayor contenido de
NAA en los quesos elaborados con CV. Es el caso del queso de Los Pedroches
elaborado con leche de cabra (Pino, 2007), o de diversos quesos de oveja, como en
queso de La Serena (Nufiez et al., 1991), en queso Picante (Freitas y Malcata, 1996)
o en queso de oveja (Galan, 2008). En todos ellos se encontraron valores de NAA
superiores en los lotes elaborados con CV, respecto a los elaborados con CA. Por
su parte, Tejada (2001) y Tejada y Fernandez-Salguero (2003), atribuyeron este
mayor porcentaje de NAA en quesos elaborados con CV, a una mayor actividad
caseinolitica de las ciprocinas. Estas ciprocinas liberarian mayor cantidad de
péptidos en estos quesos, y estimularia la accion de las enzimas (endo y
exopeptidasas) de origen microbiano que los transformarian en aminoacidos

libres.
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Ademds, se ha comprobado que, cuando se adicionan ciprocinas
encapsuladas al queso Manchego elaborado con cuajo, con el proposito de
acelerar su maduracion, los contenidos de NAA se incrementaron mas
rapidamente, siendo superiores a los detectados en quesos control hasta los 30
dias de maduracion (Picon et al., 1996 y 1997).

Por el contrario, otros autores no encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de NAA en quesos de oveja elaborados con diferente coagulante
(Nufiez et al., 1991; Vioque, 2002; Sanjuan et al., 2002; Prados et al., 2007).

4.1.2.2.d) Nitrégeno amoniacal (N-NHzs)

El N-NHs es un indicador de la actividad desaminasa desarrollada en el
queso por las enzimas bacterianas, fundamentalmente sobre los aminoacidos
libres a lo largo de la maduracion. Por tanto, la adicion de cultivos iniciadores
favorecera una mayor actividad desaminasa y, por tanto, unos niveles mayores de
N-NHo.

En la Tabla 23 y en la Figura 46 se muestran los valores (medias y
desviaciones estandar) de N-NHs en muestras de queso de Murcia al Vino

elaborado con CV y CA alo largo de la maduracion.

Se han establecido diferencias significativas (p<0,001) en los valores de N-
NHs de los quesos con distinto tiempo de maduracion. Asi, tal y como se observa
en la Figura 44, se produce una evolucion ascendente y continua del N-NHs
durante la maduracion, presentando los quesos elaborados con CA valores de
0,31 a 0,55g de N-NHs/100g NT, a los 2 y 60 dias, respectivamente. Este
incremento también ha sido observado en queso de cabra elaborado con CA
(Pino, 2007). Por otro lado, Franco et al. (2003), en queso Babia-Laciana elaborado
sin adicidn de cultivos iniciadores, apreciaron valores de N-NHs que pasaban de
0,6% a los 3 dias de la maduracion, hasta el 0,9% a los 60 dias de la misma. Fresno
et al. (1997) en el queso Armada (elaborado con leche de cabra sin pasteurizar,
coagulando con cuajo animal y sin fermentos afiadidos), detectaron valores desde
0,04 hasta 1,4 g N-NHs/100g NT en queso sin madurar y con 120 dias de

maduracion, respectivamente.
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Figura 46. Evolucién del N-NHs (medias y desviaciones estandar) de las muestras de
quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA alo largo de la maduracion

Los valores de N-NHs del queso de Murcia al Vino han sido inferiores a los
encontrados en otras variedades de queso de cabra como el queso Valdeteja
(Fresno et al., 1988), queso Majorero y queso Ibores (Marcos et al., 1985) y queso
Babia-Laciana (Franco et al., 2003).

El tipo de coagulante no modifico significativamente (p<0,05) el porcentaje
de N-NHs de los quesos observandose, al final del periodo de estudio, valores de
0,59 y 0,55g N-NH3/100g NT en quesos elaborados con CV y CA, respectivamente.
La ausencia de diferencias en el contenido en N-NHs entre quesos elaborados con
diferente coagulante corrobora que el contenido en esta fraccion nitrogenada va a
depender mas del contenido en enzimas bacterianas que presente el queso, que
del tipo de coagulante empleado en su elaboraciéon. En este sentido, Carmona et
al. (1999) detectaron en partidas de queso de Los Pedroches elaboradas sin cultivo
iniciador, contenidos de amoniaco significativamente mas bajos (p<0,001) que en

las partidas elaboradas con cultivo. Este hecho nos sugiere que con la adicion de
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cultivos iniciadores se aumentan las enzimas bacterianas capaces de degradar

aminoacidos, rindiendo mayores cantidades de amoniaco.

Otros autores tampoco han detectado ninguna diferencia significativa entre
los valores de N-NHs de quesos elaborados con coagulante vegetal y cuajo (Pino,
2007; Prados et al., 2007 y Galdn, 2008). No obstante, Fernandez-Salguero y
Sanjuan (1999) y Tejada (2001) observaron mayores contenidos de N-NH: en lotes
de queso de Los Pedroches elaborados con coagulante vegetal fresco que en los

elaborados con cuajo.

4.1.2.2.e) Fracciones nitrogenadas calculadas

En la Tabla 24 y las Figuras 47, 48, 49 y 50, se muestran los valores de las
fracciones nitrogenadas calculadas a lo largo de la maduracion de los quesos,
elaborados con CA y CV, expresadas como g/100g de NT. También se incluyen
los resultados de la comparacion multiple de medias realizadas mediante el test
LSD.

Tabla 24. Evolucion de las fracciones nitrogenadas calculadas de las muestras de quesos
de Murcia al Vino elaborados con CV y CA lo largo de la maduracion, expresados como
2/100 g de NT

2 15 30 45 60

Nproteinas 95,34+1,16f 93,07+1,484 92,04+1,14¢ 88,57+1,13> 88,84+1,09
Ncaseinas 81,30+5,844  73,45+4,04< 70,79+3,27> 67,48+8,14* 65,21+3,832
Npolipeptidos 14,04+4,77¢ 19,61+3,48¢  21,24+4,21c 21,08+7,029 23,63+3,65f
Npeptidos 4,16+1,21>  6,14+1,42¢ 6,80+1,08¢ 10,151,185 9,69+0,87's
Nproteinas 96,47+0,79f  94,94+0,76¢ 92,49+0,30<¢ 91,55+1,71° 90,39+1,83
Ncaseinas 89,45+1,07f 88,17+1,19¢f 83,54+2,88dc 82,37+2,734 80,97+3,584
Npolipeptidos  7,02+1,61°  6,77+1,83>  8,95+3,00>  9,18+2,86>  9,42+2,64°

Npeptidos 3,08+0,69*  4,31+0,73>  6,60+0,39«¢  7,50+1,584  8,40+1,62¢

Resultados del test de Fisher (LSD); medias del mismo parametro sin superindices comunes (a-e)
son estadisticamente diferentes (p<0,05).

Tal y como se puede observar en la Tabla 24, el tiempo de maduracion

afectd significativamente a las fracciones nitrogenadas calculadas. Asi, a medida

que aumenta el tiempo de maduracion, tanto el Nitrégeno de las proteinas (INP)
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como el Nitrégeno de las caseinas (NC) disminuyen significativamente (p<0,01)
hasta alcanzar a los 60 dias, en los quesos elaborados con CA, valores de 90,39 y
80,97%, respectivamente. Todo lo contrario ocurre con los valores de Nitrogeno
de los polipéptidos (Npp) y el Nitrégeno de los péptidos (Np), que presentan un
aumento significativo (p<0,01) hasta alcanzar a los 60 dias, en los quesos

elaborados con CA, valores de 9,42 y 8,40%, respectivamente.

Estos resultados se deben al equilibrio dinamico que van sufriendo las
fracciones del nitrogeno (que van desplazdndose desde las paracaseinas hasta los
polipéptidos) a lo largo de todo el periodo de maduracion de los quesos. Se
observa, por tanto, una relacién entre las diferentes fracciones nitrogenadas
calculadas con las determinadas anteriormente. De esta manera, el NP va a ir
descendiendo, mientras que el Npp y el Np, van aumentando. Asi, se establece
una correlacionan negativa (p<0,001) entre el NC y NS, puesto que a medida que
se van degradando las caseinas se incrementa el contenido de polipéptidos y

péptidos y, por tanto, el NS.

Esta evolucion de las fracciones nitrogenadas calculadas (descendente para
el NP y el NC, y ascendente para Npp y Np) también ha sido observada por otros
autores como Pino (2007), en quesos elaborados con leche de cabra, o Ferndndez-
Salguero (1978), Tejada (2001), Prados et al. (2007) y Galan (2008), en quesos de

oveja.

Con respecto a la influencia del tipo de coagulante sobre estas fracciones, se
observan diferencias significativas para todas ellas. En los quesos elaborados con
CV se observan valores significativamente menores de NP y NC que en los
elaborados con CA. En el andlisis multiple de medias, se detectan diferencias
significativas en el NC desde los 2 dias de maduracion, observandose valores de
81,30% y 89,45% en quesos elaborados con CV y CA, respectivamente. Estos
resultados se deben, como se ha visto anteriormente, a la mayor actividad
proteolitica y caseinolitica que presentan las ciprocinas con respecto a la

quimosina.
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Figura 47. Evolucién del Nitrégeno de las Proteinas (NP) expresado en porcentaje de NT
de las muestras de quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo largo de la
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Figura 48. Evolucion del Nitrégeno de las Caseinas (NC) expresado en porcentaje de NT
de las muestras de quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo largo de la
maduracién



204 ADELA ABELLAN GUILLEN
07 —e—CA
iy (),
25 - T ‘
A o
E 20 . A [
=14}
)
L= -
—~ 157 ¥ :
j= ¥
z
w ]D [ 4}
5 -
0 T T T T T
2 15 30 45 60

Dias de maduracion

Figura 49. Evolucion del Nitrégeno de los Polipéptidos (Npp) expresado en porcentaje de
NT de las muestras de quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo largo de la

maduracién

12
10 H

= 8 -

Z

50

=

i 6 -

%

Z

oo 4]
2 =
0

—8— CA

T T T

30 45 60

Dias de maduracion

Figura 50. Evolucion del Nitrégeno de los péptidos (Np) expresado en porcentaje de NT
de las muestras de quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA a lo largo de la

maduracién



CAPITULO 1V. RESULTADOS Y DISCUSION 205

Los valores de Npp y de Np, fueron significativamente mayores (p<0,001)
en los quesos elaborados con CV, desde los primeros dias de la maduracién. De
esta manera, a los 2 dias, se observaron para el Npp valores significativamente
superiores (p<0,05) en quesos elaborados con CV, alcanzando a los 60 dias un
porcentaje del 23,63% frente al 9,42% que presentaron los quesos elaborados con
CA. Este aumento del Npp se correlaciona negativamente (p<0,001) con el
descenso que experimenta el NC. Con respecto al Np, los valores encontrados en
los quesos elaborados con CV fueron superiores durante todo el periodo de
maduracién, aunque a partir de los 30 dias no presentaron diferencias
significativas (p<0,05). Este mayor contenido en péptidos en los quesos
elaborados con CV podria corresponderse, como se ha dicho anteriormente, con
la mayor actividad de las peptidasas bacterianas en estos quesos como
consecuencia de la gran liberacién de péptidos de mediano y gran tamafo

provocada por las cinarasas.

Autores como Pino (2007), Tejada (2001), Prados (2005), o Galan (2008),
observaron también en otras variedades de queso de cabra y oveja elaborados con
dos tipos de coagulantes, valores significativamente inferiores (p<0,05) de NP y
NC, y significativamente superiores (p<0,05) de Npp y Np en los quesos
elaborados con CV frente a los elaborados con CA.

4.1.2.2.f) Analisis multivariante

Andlisis discriminante

e Aplicacién con relacién al tiempo de maduracion

Se ha utilizado el AD para determinar que variables determinadas
analiticamente (NS, NNP, N-NHs y NAA) tienen mayor capacidad diferenciadora

en los distintos periodos de maduracion.

Los valores de Lambda de Wilks y de valor F se representan en la Tabla 25,
y muestran, que las fracciones nitrogenadas que han contribuido en mayor
medida a diferenciar los distintos periodos de maduraciéon fueron el NNP y el
NAA. Estas variables presentaron valores de Lambda de Wilks y de valor F de
0,49y 0,65y de 13,74 y 6,85, respectivamente.
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Tabla 25. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos
obtenidos en el proceso de seleccion de variables. Tiempo de

maduraciéon

NS NNP N-NHs NAA
Lambda de Wilks 0,78 0,49 0,86 0,65
Valor F 3,62 13,74 2,20 6,85

En la Tabla 26 se muestran las distancias que se establecen entre los
diferentes dias de maduracién, en funcion de los componentes nitrogenados
analizados, observando que las menores distancias se encuentran entre los quesos
elaborados entre 15 y 30 dias, ya que presentan una distancia de los cuadrados de
Mahalanobis de 2,0. Si comparamos con las distancias encontradas en otros
quesos vemos que, Tejada (2001), Pino (2007) y Galan (2008) determinaron las

menores distancias para los quesos elaborados entre los 2 y 15 dias.

Tabla 26. Distancias entre grupos. Distancias de los cuadrados de Mahalanobis

2 15 30 45 60
2 0,0 2,3 8,4 19,3 29,2
15 2,3 0,0 2,0 9,0 16,0
30 8,4 2,0 0,0 3,3 7,3
45 19,3 9,0 3,3 0,0 3,9
60 29,2 16,0 7,3 3,9 0,0

A partir de las variables establecidas se obtienen las funciones de
clasificacion, y con ellas la matriz de clasificaciéon (Tabla 27), en la que van a
aparecer correctamente clasificados el 72% de los quesos. El grupo que se clasificd
de manera correcta en mayor medida fue el de los quesos con dos dias de
maduracién, con un porcentaje de acierto del 92%, ya que de los 12 quesos
pertenecientes a este grupo, once se clasificaron correctamente y sélo uno se
clasificé en el grupo de los 15 dias de maduracion. Los quesos con 15 y 30 dias de
maduracion presentaron porcentajes del 58% (estando correctamente clasificados
7 de los 12 quesos del grupo), mientras que aquellos con 45 y 60 dias se

clasificaron de manera correcta en un 75% del total (9 quesos de cada 12).
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Tabla 27. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificaciéon. Numero de quesos
correctamente clasificados mediante las funciones de clasificacion

CO%“" 2 15 30 45 60

2 92 11 1 0 0 0

15 58 3 7 1 1 0

30 58 0 2 7 2 1

45 75 0 1 0 9 2

60 75 0 0 1 2 9

Total correcto 72 14 11 9 14 12

Mediante las dos primeras funciones candnicas se representan en el

diagrama de dispersion (Figura 51) los quesos con 2, 15, 30, 45 y 60 dias de

maduracion.
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Si aplicaramos el AD de forma separada a los quesos elaborados con
diferente coagulante obtendriamos resultados diferentes. Asi, tras observar la
Tabla 28, se puede ver que en quesos elaborados con CV, las fracciones
nitrogenadas con mayor capacidad discriminante fueron el NNP y el NAA, con
valores de Lambda de Wilks y valor F de 043 y 047 y de 8§18 y 7,13,

respectivamente.

Tabla 28. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos
obtenidos en el proceso de seleccion de variables. Tiempo de

maduracion

NS NNP N-NHs NAA
Lambda de Wilks 0,76 0,43 0,71 0,47
Valor F 1,93 8,18 2,55 7,13

Sin embargo, en la Tabla 29, vemos que los valores de Lambda de Wilks y
de valor F que se calcularon para quesos elaborados con CA, determinaron que
las variables con mayor capacidad discriminante fueron NS y NAA, con valores

de 0,53 y de 4,94 y 4,86, respectivamente.

Tabla 29. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos
obtenidos en el proceso de selecciéon de variables. Tiempo de

maduracién

NS NNP N-NHs NAA
Lambda de Wilks 0,53 0,81 2,01 0,53
Valor F 4,94 1,31 2,01 4,86

Al hacer la matriz de clasificacion de los quesos tras haber aplicado el AD
de manera separada. se observd que para los quesos elaborados con CV se
obtendria el 81% de los quesos correctamente clasificados, porcentajes mas altos
que si se aplica de manera conjunta. Por lo que se podria concluir que los quesos

elaborados con CV discriminan mejor a la proteolisis que los elaborados con CA.
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e Aplicacion con relacidén al tipo de coagulante

Si observamos la Tabla 30, vemos que es el NS la fracciéon nitrogenada que
presenta una mayor capacidad discriminante de los quesos elaborados con los

diferentes coagulantes.

Tabla 30. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos
obtenidos en el proceso de selecciéon de variables. Tipo de

coagulante

NS NNP N-NHs NAA
Lambda de Wilks 0,33 0,82 0,94 0,95
Valor F 110,15 12,27 3,70 2,82

Con las funciones de clasificacién que se han obtenido se elabora la matriz
de clasificacion (Tabla 31) en la que aparecen correctamente clasificados el 93%
del total de los quesos. De los 30 quesos elaborados con CA, 29 se clasificaron
correctamente, mientras que uno lo hizo dentro del grupo de los elaborados con
CV, representando un porcentaje del 97%. Por otra parte, el 90% de los quesos
elaborados con CV se clasificaron de manera correcta, confundiéndose 3 quesos

de 30, con los elaborados con CA.

Tabla 31. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion.
Numero de quesos correctamente clasificados mediante
las funciones de clasificacion

Co(r(;oe)cto CA cv

CA 97 29 1

Ccv 90 3 27
Total correcto 93 32 28

Andlisis de componentes principales

En la Tabla 32 se muestran los resultados obtenidos del analisis de

componentes principales (ACP) de las fracciones nitrogenadas.
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Tabla 32. Andlisis de componentes principales de datos
de las fracciones nitrogenadas de muestras de queso de
Murcia al Vino elaborados con CA y CV a lo largo de la

maduracidon

Componente principal

1 2

NS 0,9 -0,43
NNP 0,96 0,23
NAA 0,95 0,19
N-NHs 0,9 0,29
NP -0,96 -0,23
NC -0,9 0,43
Npp 0,76 -0,64
Np 0,96 0,22

Se puede observar que el CP1 (que explica el 84,54% del total de la varianza)
se correlacioné de manera negativa con el NP y NC, mientras que lo hizo de
manera positiva con el NS, NNP, NAA N-NHs, Npp y NP. NNP, NP y Np fueron
las variables que presentaron una correlacion mas alta con el CP1. El CP2
(justificado por el 12,17% del total de la varianza) se correlaciondé de forma
positiva con el NNP, NAA, N-NHs, NC y NP, y de forma negativa con el NS, NP
y Npp. Siendo el Npp, NC y NS las fracciones que presentan una correlaciéon mas

alta con este CP2.

En la Figura 52 se representan los quesos en un plano definido por los dos
componentes principales extraidos. Se observa como el CP1, agrupa a los quesos
en funcién del tiempo de maduracion, apareciendo los quesos con 2 dias en el
hemisferio izquierdo del grafico y los de 60 dias en el derecho. Por tanto,
podemos afirmar que el CP1 se corresponde con el tiempo de maduracion. El CP2
nos agrupa a los quesos elaborados con CV en la parte inferior del grafico,
mientras que los elaborados con CA quedan en la superior. Por tanto, podriamos

afirmar que el CP2 se corresponde con el tipo de coagulante.
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Figura 52. Representacion en el plano definido por los 2 componentes principales
extraidos con los valores de las fracciones nitrogenadas de los quesos elaborados con CV
y CA, alolargo de la maduracién

4.1.2.3. Cambios en los péptidos hidrdfobos e hidrdfilos

Son varios los autores que han utilizado la relaciéon entre los péptidos
hidréfobos (HO) e hidrofilos (HI) para estudiar la proteolisis de los quesos, ya
que cada tipo de queso presenta un perfil peptidico tipico. (Lau et al., 1991; Uceda
et al., 1994a; Gonzalez de Llano et al., 1995; Parra et al., 1996; Mohedano et al., 1998;
Gaya et al., 1999 y 2003; Mallatou et al., 2004).

En las Figuras 53 y 54 se muestran los cromatogramas RP-HPLC de la
fraccién de NS de los quesos elaborados con CA y CV a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias
de maduracion.
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Figura 53. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion NS de las muestras de quesos
elaborados con CA alos 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracién. Deteccion a 214 nm
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Figura 54. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion NS de las muestras de quesos
elaborados con CV alos 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion. Deteccién a 214 nm

La Tabla 33 muestra las medias y desviaciones estandar de los péptidos
totales hidrofobos (HO) e hidroéfilos (HI) y el indice HO/HI , expresados como
unidades de drea cromatografica por gramo de ST (uac/g ST), a los 2, 15, 30, 45 y
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60 dias de maduracion de los quesos elaborados con CA y CV. En las Figuras 55 y

56 se representan graficamente estos valores.

Tabla 33. Cambios en los péptidos hidréfobos (HO) e hidroéfilos (HI) en fracciones de
NS de queso de Murcia al Vino, elaborados con CV y CA. (Resultados expresados como
uac/g ST) a lo largo de la maduracion

Dias de maduraciéon

Coagulante
2 15 30 45 60

Cv
HO 193,8457,1> 301,0+28,4c 356,0+72,8<¢ 408,5+97,1¢ 417,7+79,14
HI 24,4+4 82 45,7+¢1,93>  53,0+12,7><  62,6+21,7¢ 80,14+19,3¢
HO/HI 7,9+4,2> 6,6+0,6% 6,7+3,1% 6,5+5,3b 5,2+1,9
TOTAL 218,2 346,7 408,9 471,1 497,9
% HO 88,1 86,8 86,7 86,0 83,6
% HI 11,9 13,2 13,3 14,0 16,4

CA
HO 69,743,620 136,6+6,1®> 154,7+17,8® 171,1+35,2> 192,5+44,5°
HI 27,2+11,4>  35,1+12,3®  44,8+18,4>  59,0+14,8< 64,9+14,1¢
HO/HI 2,6x1,0° 4,0+1,3q® 3,5+2,5® 2,9+1,6° 3,0+1,22
TOTAL 97 171,7 199,4 230,1 257,4
% HO 72,6 79,9 77,6 73,9 74,2
% HI 27,4 20,1 22,4 26,1 25,8

Resultados del test de Fisher (LSD); medias del mismo parametro sin superindices comunes (a-d)
son estadisticamente diferentes (p<0,05)

Tal y como se puede comprobar (Tabla 33 y Figura 55 y 56) el tiempo de
maduracion afecté de manera altamente significativa (p<0,001) al contenido en HI
y HO de los quesos, observdandose un incremento en su concentracion,
(principalmente en los picos eluidos entre los 40 y 75 minutos) a lo largo de todo

este periodo.

El incremento de los péptidos HI e HO es progresivo durante toda la
maduracion aunque es mas acusado en los péptidos HO, que experimentan su
principal aumento en los primeros 30 dias de maduracién (con un aumento de
aproximadamente el 55% de la cantidad total de ellos, frente al 47% que

experimentan los péptidos HI en ese mismo periodo). Por otra parte, se observa
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que el periodo de maduracion no afecté de manera significativa (p>0,05) a los
valores del ratio HO/HI (Figura 57). Esta relacion siguio, en los quesos elaborados
con CA, una evolucién irregular, aumentando entre los 2 y los 15 dias de
maduracion, para disminuir luego, aunque no de manera significativa (p>0,05),

hasta el final de la misma.

Los niveles superiores encontrados para los péptidos HO con respecto a los
HI (que alcanzaron a los 60 dias en quesos elaborados con CA, valores de 192,5 y
de 64,9 uac /g ST, respectivamente) también fueron observados en otras
variedades de queso de cabra (Sousa et al., 2002; Trujillo et al., 2002). Mientras que
por el contrario, Pino (2007), en queso de cabra y Galan (2008), en queso de oveja,

detectaron valores superiores para los péptidos HI a los 60 dias de maduracion.

El contenido en péptidos HI en otras variedades de queso (Trujillo et al.,
2002; Katsiari ef al., 2001; Mallatou et al., 2004; Garde et al., 2004; Galan, 2008; Pino
et al, 2009) aumentd al igual que en nuestro caso, durante los 60 dias de
maduracién; aunque para todos ellos, comience a descender a partir de los 90-120

dias.

En relacion a los péptidos HO, solo Trujillo ef al. (2002), Pino et al. (2009) y
Galan (2008) observaron un incremento en su concentracion durante los primeros
60 dias de maduracion. Mientras que para Mallatou et al. (2004); Katsiari et al
(2001) o Garde et al. (2002), este contenido en péptidos HO descendieron durante
los primeros 25-30 dias de la maduracion; atribuyéndolo a su propia degradacion
(Picon et al., 1994; Michaelidou et al., 1998).

El indice HO/HI, muestra una evolucion irregular a lo largo de toda la
maduracidn, aunque no se establecieron diferencias significativas (p>0,05) al final
de la misma. Otros autores por el contrario, observaron un descenso en los
valores para este ratio (Katsiari et al., 2001; Trujillo et al., 2002; Saldo et al., 2002;
Mallatou et al., 2004; Garde et al., 2002; Hayaloglu et al., 2005, Pino et al., 2009 o
Galan, 2008).
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Figura 55. Evolucion de los péptidos HO de muestras de queso de Murcia al Vino
elaboradas con CA y CV a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracién. (Datos expresados
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Figura 56. Evolucion de los péptidos HI de muestras de queso de Murcia al Vino
elaboradas con CA y CV a los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion. (Datos expresados
como uac/gST)
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Figura 57. Evolucién de la relacion HO/HI de queso de Murcia al Vino elaboradas con CA
y CV en los 2, 15, 30, 45 y 60 dias de maduraciéon

Tal y como se comprueba en la Tabla 33 y en las Figuras 55, 56 y 57, el tipo
de coagulante utilizado afecto significativamente al contenido de péptidos totales,
de péptidos HO (p<0,001), péptidos HI (p<0,05), y al ratio HO/HI (p<0,05). Asi, a
lo largo de la maduracién, los quesos elaborados con CV presentan valores
mayores de péptidos totales, péptidos HO, de HI y de la relacion HO/HI, que los
elaborados con CA. Esta diferencia es mas evidente en el caso de los péptidos HO,
que presentan valores significativamente mayores (p<0,05) en los quesos
elaborados con CV; observandose al final de la maduracion valores de 417,7 y de
192,5 uac/g ST en quesos elaborados con CV y CA, respectivamente.

El porcentaje de los péptidos HO, disminuye ligeramente en el caso de los
quesos elaborados con CV (con valores del 88% y 83% a los 2 y 60 dias,
respectivamente). Estos porcentajes son superiores a los encontrados en los
quesos elaborados con CA, que presentan una evolucion irregular pasando del
72% a los 2 dias, al 74% a los 60.

La relaciéon HO/HI, en los quesos elaborados con CV, muestra un descenso a

lo largo de la maduracién aunque no llega a ser significativo (p>0,05). Este ratio es
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superior al calculado para los quesos elaborados con CA durante todos los dias de
la maduracion, sin duda debido a su gran contenido en péptidos HO. Estos datos
concuerdan con los encontrados por Pino (2007) y por Galan (2008), en quesos de

cabra y oveja, respectivamente.

El hecho de que los quesos elaborados con CV presenten valores muy
superiores en péptidos HO a los que se observan en los elaborados con CA,
coincide con lo encontrado por Pino et al. (2009) o por Galan (2008). De hecho, se
puede observar que los cromatogramas obtenidos para los quesos elaborados con
CV y CA (Figuras 53 y 54) son totalmente distintos desde los dos dias de
maduracion, lo que demuestra que desde que se elabora el queso, las cinarasas
del CV manifiestan mayor preferencia que la quimosina, para hidrolizar enlaces

entre ciertas regiones hidrofébicas de ot y 3-CN (Macedo et al., 1996).

También podemos comprobar, que entre los minutos 40 y 80 de los
cromatogramas, la altura de los picos en quesos elaborados con CV son mucho
mayores que los elaborados con CA; existiendo incluso, algunos picos,
(principalmente los eluidos entre los 40 y 50 minutos, y entre 60 y 80 minutos),

que no aparecen en el cromatograma de quesos elaborados con CA.

La existencia de estos picos, unido al hecho de que la cantidad total de
péptidos en los quesos elaborados con CV sea casi el doble al de los elaborados
con CA (497,9 frente a 257,4 uac/ST), sugiere que C. cardiinculus va a ser capaz de
romper un mayor numero de enlaces en las caseinas, asi como, enlaces distintos a
los que rompe la quimosina; produciendo, por tanto, una mayor cantidad de

péptidos, e incluso péptidos diferentes a los quesos elaborados con CA.

En este sentido, Macedo et al. (1996), y mas tarde Gaya et al. (1999), en
estudios en queso Manchego elaborado con diferentes coagulantes, observaron
que, proteinasas de C. cardiinculus rompian enlaces en ciertas regiones HO de las
as1-CN bovinas (Alaie-Trp-Tyr-Tyr-Tyr-Valiez) y de las B-CN (Alaiss-Phe-Leu-Leu-
Tyris3), mientras que la quimosina rompia s6lo Trp 16+-Trpies, en la region de la asi-

CN, y Alaiss-Pheiso y Leu 192-Tyr19s en la region de 3-CN.
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4.1.2.3.a) Analisis multivariante

Andlisis de componentes principales (ACP)

Los resultados obtenidos del andlisis de componentes principales (ACP) de
los péptidos HI e HO en la fraccion soluble en agua de los quesos aparecen en la
Tabla 34.

Se han extraido dos CP. El CP1 explica el 63,8% del total de la varianza y se
correlaciona positivamente con péptidos HO, HI y la relacion HO/HI. Son los
péptidos HO la variable que presenta una correlaciéon mads alta con este CP1. El
CP2 explica el 35,1% del total de la varianza; se correlaciond positivamente con la
relacion HO/HI y negativamente con los péptidos HI, siendo la relacion HO/HI la

variable que presentd la correlacién mas alta con el CP2.

Tabla 34. Andlisis de componentes principales de
péptidos HO e HI de muestras de queso de Murcia al
Vino elaborados con CA y con CV a lo largo de la

maduracion
Componente principal
1 2
HO 0,99 0
HI 0,7 -0,7
HO/HI 0,66 0,75

En la Figura 58 se representan los quesos en un plano definido por los dos
CP extraidos. Se observa que el CP1 agrupa los quesos en funcién del tipo de
coagulante, ya que aparecen los quesos elaborados con CA en el hemisferio
derecho, mientras que los elaborados con CV lo hacen en el izquierdo. Por otra

parte, el CP2 se corresponde con el tiempo de maduracion.
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Figura 58. Representacién en el plano definido por los 2 componentes principales
extraidos con los valores de los péptidos HO e HI de los quesos elaborados con CV y CA
a lo largo de la maduracion

4.1.2.4. Cambios en los aminodcidos libres

El andlisis de aminoacidos libres se realizo6 mediante RP-HPLC y deteccion

fluorimétrica, que mejora la sensibilidad de deteccion respecto de la deteccion
UVv.

En la Figura 59.a) y 59.b) se muestran los cromatogramas tipicos de una
muestra de queso elaborado con CA y CV, respectivamente. Los aminodcidos
fueron identificados de acuerdo a sus tiempos de retencion por comparaciéon con

cromatogramas de una solucidn estandar.

En la Figura 60 y Tabla 35 se muestra la evolucion de los aminodcidos libres
totales (AAT) (expresada en mg AAT/100g de ES) durante la maduracién de los

quesos de Murcia al Vino elaborados con cuajo animal (CA) y coagulante vegetal
(CV).
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Figura 60. Evolucion de los aminoacidos libres totales (mg AAT/100g ES) durante la
maduracién de los quesos de Murcia al Vino elaborados con CV y CA

Tal y como se puede observar, las concentraciones de AAT aumentan
significativamente (p<0,01) a lo largo de la maduracion en todas las muestras de
queso analizados, alcanzando en los quesos elaborados con CA valores de 831,59
mg de AAT/100gES a los 60 dias. Este incremento se corresponde con la
progresiva liberacion de los aminoacidos por los agentes proteoliticos a través de
procesos bioquimicos sufridos durante la maduracion del queso. La misma
evolucion ha sido observada también en otras variedades de quesos como el
Teleme (Mallatou et al., 2004; Pappa y Sotirakoglou, 2008), el Manchego (Marcos y
Mora, 1982; Poveda et al, 2004), el Tulum (Hayaloglu et al., 2007), el
Kefalograviera (Katsiari et al., 2001) o el queso de Los Pedroches (Pino, 2007) entre

otros.
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Las concentraciones de AAT detectadas en este trabajo durante la
maduracién han sido muy similares a las observadas en otras variedades de
queso de cabra (Pino, 2007; Oliszewski et al., 2008) y a las observadas por Péveda
et al. (2004) en queso Manchego, aunque superiores a las encontradas en otros
quesos de cabra (Saldo et al., 2002) o en el queso Teleme (Pappa y Sotirakoglou,
2008). En el queso Picdn Bejes-Tresviso la concentracion de aminodacidos totales
fue mucho mayor que la del queso de Murcia al Vino, debido a la intensa
actividad de las proteasas del Penicillium roqueforti que tiene lugar en este queso

azul.

En la Tabla 35 y en las Figuras 61.a) y 61.b) se muestran las concentraciones
de aminodcidos libres individuales (AAL) para el queso elaborado con CA y CV,
respectivamente, durante el periodo de maduracién. Por otra parte, en la Tabla 36
se muestran los indices de correlacion de Pearson y la significacion estadistica
que se ha obtenido entre los AAL y el tiempo de maduracion y tipo de

coagulante, respectivamente.

Todos los AAL se incrementaron durante la maduracion de forma
significativa (Tabla 35). De hecho, se ha observado una alta correlacién positiva
(Tabla 36) entre el tiempo de maduracién y todos los AAL, tanto en los quesos
elaborados con CA, como en los elaborados con CV, coincidiendo con lo
observado en otras variedades de queso (Oliszewski et al., 2008; Poveda et al.,
2004; Garcia-Palmer et al., 1997; Biitikofer y Fuch, 1997; Barcina et al., 1995). En
lineas generales los AAL en los quesos elaborados con CV presentan correlaciones

mas altas con respecto a la maduracion que los de los quesos elaborados con CA.

En todos los casos las correlaciones establecidas fueron significativas (Tabla
36), excepto en Glu e His de quesos elaborados con CA. La correlacion mas
elevada entre AAL y dias de maduracion se observo en Gly y Leu y Thr y Met en
quesos elaborados con CA y CV, respectivamente.

Se ha observado en las dos variedades del queso de Murcia al Vino (CV y CA)
que los aminodcidos libres con valores mas elevados fueron Ile, Val, Ala, Phe, y
Gaba, a lo largo de todo el periodo de la maduracién, suponiendo a los 60 dias un
37% del total de AAT. Estos AAL son liberados durante la proteolisis que tiene
lugar en el queso durante su maduracion, fundamentalmente por la accion de

enzimas proteoliticas de origen microbiano (Park, 2001). En el queso de Murcia al
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Vino principalmente proceden de con Streptococcus salivarius subs. thermophilus,
Lactococcus lactis subsp lactis y Lactococcus lactis subsp cremoris procedentes del
cultivo iniciador utilizado. Las enzimas intracelulares liberadas tras la lisis de las
bacterias del cultivo iniciador también contribuyen de forma importante al
incremento de la concentracion de AAL a partir de los 15 dias de maduracion
(Oliszewski et al., 2008).

Existe una gran variacion en la concentracion de AAL en las distintas
variedades de queso al estar influenciado por numerosos factores como la materia
prima, la tecnologia de elaboracion (tipo de cuajo, adicion de cultivo iniciador y
condiciones de maduracidn) la duracién de la maduracion o el tipo de proteolisis
(Christensen et al., 1995). A pesar de esta variabilidad, muchos de estos
aminodcidos también han sido los mayoritarios en otras variedades de quesos,
aunque con diferente concentracion. Asi, en el queso Cheddar, predominan Glu,
Leu, Val, Ile, Lys y Phe (Puchades et al., 1989; Wilkinson, 1993), en el queso
Manchego, Glu, Val, Leu, Phe y Lys (Poveda et al., 2004), en queso Teleme Lys,
Leu, Val y Glu (Mallatou et al., 2004, Pappa y Sotirakoglou, 2008), en queso
Tulum, Leu, Ala, Val, Phe, Lys y Glu (Hayaloglu et al., 2007) y en queso Idiazabal,
Glu, Leu, Val, Phe y Lys (Garcia-Palmer et al., 1997).

Como ya se ha comentado, los microorganismos presentes en el queso son
los que ejercen una mayor influencia en la concentraciéon de AAL. Es este sentido,
Oliszewski, et al. (2008) observaron en un queso de cabra con 60 dias de
maduraciéon una concentracion de AAL totales mucho mas elevadas cuando se
utilizaba Lactobacillus rhamnosus que cuando se utilizaba Lactobacillus plantarum o
Lactobacillus casei. De igual forma, el tipo de cultivo iniciador utilizado influyé en
los AAL mayoritarios. Se ha demostrado en varios estudios (Pappa y
Sotirakoglou, 2008; Oumer et al., 2001; Garde et al., 2002) que los quesos
elaborados con un cultivo termofilo tienen un contenido en AAL mayor que los
quesos elaborados con cultivos mesofilos. Esto puede deberse a que las bacterias
termdfilas se rompen antes liberando sus enzimas intracelulares en la matriz del
queso e incrementando, por tanto, la actividad aminopeptidasa (Chapot-Chartier,
1996). Los quesos, como el queso de Murcia al Vino, elaborados con una mezcla

de cultivos termofilos-mesofilos, presentan valores intermedios.
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Figura 61.a). Evolucion de los aminoacidos libres individuales (mg AAL/100g ES) durante
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durante la maduracion de los quesos de Murcia al Vino elaborados con CV
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Tabla 36. Niveles de significacion ANOVA vy coeficientes de correlacion de
Pearson entre la concentracion de aminoacidos libres, tiempo de maduracién y
tipo de coagulante

ANOVA Correlaciéon de Pearson
aminoacidos Tiempo Tipo CA cv
maduracion  coagulante

Asp ** ns 0,996** 0,997**
Asn i ns 0,990** 0,987**
Glu * ns 0,753 0,907*
His i * 0,804 0,981**
Ser i * 0,962** 0,998**
GIn wEE * 0,986** 0,998**
Arg i ns 0,997** 0,994**
Gly ** ns 0,998** 0,996**
Thr i * 0,989** 0,998**
Tau A ns 0,976** 0,943**
Ala ** * 0,985** 0,994**
Tyr ** ns 0,993** 0,998**
Gaba xEx ns 0,992** 0,995**
Trp * ns 0,980** 0,993**
Met * * 0,987** 0,999**
Phe ** ns 0,995** 0,994**
Val ** ns 0,991** 0,992**
Leu X ns 0,999** 0,992**
Ile ** * 0,989** 0,992**
Orn ** ns 0,948** 0,990**
Lys i ns 0,984** 0,942**
TOTAL ** ns 0,997** 0,999**

ANOVA: ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, ns: no significacién
Coeficiente de Pearson: ** correlacion significante 0,01 (unilateral), * correlacion
significativa 0,05 (unilateral).

Ademads, se ha demostrado que el Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
poseen una mayor actividad proteolitica que Lactococcus lactis, debido a que

tienen mayor numero de peptidasas (Sasaki et al., 1995; Rul y Monnet, 1997)

De la misma manera, Lemieux et al. (1989) observaron que cuando
Lactococcus 'y Lactobacillus constituyen la flora dominante en el queso, los
aminodcidos mas abundantes fueron Leu, Val, Pro y Glu, hecho verificado por

Franco et al. (2003) en queso de cabra Babia-Laciana.
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Durante los primeros dias de maduracidon se observa, al igual que otras
variedades de queso (Poveda et al.,, 2004; Pappa y Sotirakoglou, 2008) un
incremento significativo (p<0,05) de Leu, Phe y Val, debido a la degradacion de la
as1-CN, que contiene una gran cantidad de estos aminodacidos (Frau et al., 1997).
También se observa un importante incremento de la Arg durante la maduracion,
coincidiendo con otras variedades de queso (Marcos y Mora, 1982; Katsiari et al.,
2001) siendo a los 60 dias uno de los AAL mas abundantes del queso de Murcia al
Vino. Polo et al. (1985) afirman que este aminodcido no deberia incrementarse
durante la maduraciéon del queso para evitar la aparicion de sabores amargos

desagradables.

Por ultimo, cabe destacar que la cantidad de Glu en el queso de Murcia al
Vino es inferior a la detectada en otros quesos como Manchego (Pdéveda et al.,
2004), Teleme (Pappa y Sotirakoglou, 2008), Tulum (Hayaloglu et al., 2007),
debido, probablemente, a una menor liberacién a partir de la proteolisis de las
caseinas o una menor formacién a partir de Gln, Val, Leu e Ile (Poveda et al.,
2003). Sin embargo, el GABA, procedente de la decarboxilaciéon del Glu (Resmini
et al., 1969; Ismail y Hansen, 1972), presenta concentraciones mas elevadas que en
otros quesos, pudiéndo ser otra de las razones que expliquen las bajas cantidades

de Glu detectadas en el queso de Murcia al Vino.

La concentracion de Glu en el queso parece estar muy influenciada por el
tipo de microorganismos predominante en el mismo. Asi, se ha observado que en
quesos de cabra elaborados con un cultivo iniciador compuesto por Lactobacillus
casei la concentracion de Glu es mucho mads baja que en los quesos elaborados con
Lactobacillus rhamnosus o Lactobacillus plantarum. En otros quesos de cabra se ha
observado que este AAL disminuye al final de la maduracion (Pappa y
Sotirakoglou, 2008). El 4cido glutdmico en su forma libre produce un sabor
especifico peculiar y muy agradable que se conoce con el nombre de “umami”.
Aungque no se establezca una relaciéon directa entre el aroma y la concentracion de
todos los AAL, se ha relacionado a algunos AAL (como Glu, Met y Leu) con el
desarrollo del aroma (Puchades et al., 1989). Por tanto, las bajas concentraciones
detectadas para este AAL en el queso de Murcia al Vino no son interesantes desde
un punto de vista organoléptico, por lo que quizas seria necesario realizar alguna

modificacién en el cultivo iniciador.


http://es.wikipedia.org/wiki/Umami
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El tipo de coagulante afectd de forma significativa (p<0,05) al contenido de
AAT del queso de Murcia al vino. Hasta el dia 30 de maduracién, no se
detectaron diferencias significativas (p>0,05) entre los quesos elaborados con
coagulantes diferentes (Figura 60). No obstante, a partir de los 45 dias de
maduracion, los valores de los AAT observados para los quesos elaborados con
CV fueron significativamente superiores (p<0,05) a los elaborados con CA,
alcanzando al final de la maduracion valores de 952mg y 832mg AAT/100g de ES,
respectivamente. Pino (2007) obtuvo resultados similares a los 60 dias, en el queso
de los Pedroches elaborado con leche de cabra, observando valores de 835 y 667
mg AAT/100g ES de queso elaborado con coagulante vegetal y animal,
respectivamente. Este hecho puede estar provocado, como se ha dicho
anteriormente, por la mayor actividad proteolitica que presentan las cinarasas del
C. cardiunculus sobre las caseinas, en comparacion con la actividad producida por
las enzimas del cuajo animal, lo que proporcionaria un mayor sustrato disponible

para las proteasas bacterianas.

De forma individual, la concentraciéon de la mayoria de los AAL ha sido
también superior en los quesos elaborados con CV, aunque en lineas generales no
se establecieron diferencias significativas (Tabla 59). De esta forma, la
concentracion de His, Ser, Gln, Thr, Ala, Met, Ile aumentd mds rdpidamente en los
quesos elaborados con CV, mostrando al final de la maduracién valores
significativamente (p<0,05) superiores a los detectados para los elaborados con
CA. No obstante, los quesos elaborados con CV presentaron valores muy
similares e incluso algo inferiores en Asn, Gly, Phe y Val. Pino et al. (2009)
obtuvieron unos valores similares a los nuestros, observando diferentes
concentraciones de AAL entre quesos elaborados con CA y CV. Puesto que el
cultivo iniciador utilizado es el mismo y el tipo de coagulante no afecté al
desarrollo bacteriano (tal y como se comprueba en el apartado 4.1.3. de este
trabajo), estas diferencias en las concentraciones de AAL pueden estar provocadas
por la distinta especificidad de las enzimas de los coagulantes por las caseinas y
los péptidos, de forma que las cinarasas y la quimosina las hidrolizan en enlaces
distintos (Sousa et al., 2001). De esta manera, Macedo et al. (1996) observaron que
las proteinasas de C. cardiinculus son capaces de romper nueve enlaces de la asi-
CN: Phe2s-Phez, Tyriss-Tyriss, Trpiss-Tyries, Tyries-Tyrics, Tyries-Valiez, Pheiss-Tyrise,

Leuiss-Pheiso, Leuse-Aspisz y Alaies-Trpies mientras que la quimosina tan soélo
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puede romper el enlace Phezs-Phezs. De la misma manera, se ha observado que las
cinarasas rompen seis enlaces en la B-CN bovina Leus-Tyris, Leui-Leuis,
Lewies-Seriss, Pheio-Leuis;, Alaiss-Phewo y Leuwr- Thris (Macedo et al.,, 1996),
mientras que en las mismas condiciones experimentales se observo que la
quimosina solo puede hidrolizar los enlaces Alaiss-Pheiwo y Leuis2-Tyrios (Carles y
Ribadeau-Dumas, 1984). Este hecho puede provocar que en funcién del
coagulante utilizado para la elaboracion del queso los péptidos resultantes de la
ruptura de las caseinas sean distintos, y por tanto, la concentraciéon de AAL

resultantes de su hidrolisis por enzimas bacterianas también sea diferente.
4.1.2.4.a) Analisis multivariante

Andlisis Discriminante (AD)

e Aplicacion con relacion al factor tiempo de maduracion

Con objeto de simplificar las funciones de clasificacion se seleccionaron
aquellos AAL que presentaron mayor valor F vy, por tanto, mayor capacidad de
diferenciar los grupos. Para ello se utiliz6 el método de inclusiéon por pasos,
fijzAndose como ntimero maximo de pasos 100 y una F de entrada y de salida igual
al

De esta forma, cuando se aplico el AD y el método de inclusidon por pasos
en funcion del tiempo de maduracion tan solo fueron seleccionados 12 AAL
(Tabla 37). Tras aplicar el AD a esos 12 AAL se observo que, los que presentaron
mayor capacidad discriminante fueron la Thr y Arg con valores de F y de Lambda
de Wilks de 4,37 y 4,07 y de 0,44 y 0,46, respectivamente.

Tabla 37. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos obtenidos en el proceso de
seleccion de variables. Tiempo de maduraciéon

Arg Lys Val Phe Asn His Leu Ala Thr Glu GIn Ser

Lambda
de 046 058 057 067 060 074 059 060 044 060 063 0,75
Wilks
ValorF 4,07 258 268 1,70 230 1,22 247 234 437 234 205 1,15
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Al observar las distancias establecidas entre los diferentes periodos de
maduracién, vemos que las menores diferencias se establecieron entre los quesos
con 30 y 45 dias, mientras que las mayores, tal y como era de esperar lo hicieron
entre los 2 y 60 dias (Tabla 38).

Tabla 38. Distancias entre grupos. Distancias de los cuadrados de Mahalanobis

2 15 30 45 60
2 0,0 24,4 91,2 146,9 299,4
15 24,4 0,0 49,5 82,7 207,3
30 91,2 49,5 0,0 154 76,1
45 146,9 82,7 15,4 0,0 36,7
60 299,4 207,3 76,1 36,7 0,0

A partir de las funciones de clasificacion se obtuvo la matriz de clasificacion
(Tabla 39) en la que aparecen todos los quesos correctamente clasificados a
excepcion de los correspondientes con el dia 30 de la maduraciéon que se
clasificaron de manera correcta en un 83% de los casos, confundiéndose uno de

ellos con el grupo de los 45 dias.

Tabla 39. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Numero de quesos
correctamente clasificados mediante las funciones de clasificacién

CO{;S“" 2 15 30 45 60

2 100 6 0 0 0 0

15 100 0 6 0 0 0
30 83 0 0 5 1 0
45 100 0 0 0 6 0
60 100 0 0 0 0 6
Total 97 6 6 5 7 6

correcto

En la Figura 62 y mediante las dos primeras funciones canonicas, se
representa en un diagrama de dispersion los quesos con 2, 15, 30, 45 y 60 dias de

maduracion.
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Figura 62. Diagrama de dispersidon. Representacion de los quesos en funcién del tiempo
de maduracién mediante las funciones canoénicas FC1 y FC2

e Aplicacién con relacidn al factor tipo de coagulante

Observamos en la Tabla 40 los valores de Lambda de Wilks y valor F de los
AAL determinados en relacién al tipo de coagulante empleado, y que muestran a
la Thr y la Gln como los AAL con mayor capacidad discriminante ya que
presentan valores de 0,67 y 0,68 para la Lambda de Wilks y de 9,95 y 9,29 para el
valor F, respectivamente. Por el contrario, es la Ile la que menos capacidad de

discriminacion posee, presentando valores proximos a la unidad (0,93).

Las distancias establecidas entre los quesos elaborados con CV y CA fueron
de 7,26. En la Tabla 41 se muestra la matriz de clasificaciéon obtenida con las
funciones de clasificacion. En ella se puede observar que el contenido en AAL
discrimind mejor a los quesos elaborados con CV, frente a aquellos con CA ya
que, el 93% de los quesos elaborados con CV se clasificaron correctamente,

mientras que con CA lo hicieron de manera correcta un 87%.
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Tabla 40. Factores de variedad y tipo. Pardmetros estadisticos obtenidos en el
proceso de seleccién de variables. Tiempo de maduracién

Om Lys Thr Tau GIn Val Trp Met Ile

‘L/\?irﬁ‘(]zda de 080 080 067 087 068 086 081 086 0093
Valor F 4,44 487 995 3,11 929 321 459 3,37 1,41

Tabla 41. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion.
Numero de quesos correctamente clasificados mediante las
funciones de clasificacion

Correcto
o cv CA
(%)
Ccv 93 14 1
CA 87 2 13
Total 90 16 14
correcto

Andlisis de componentes principales

Se ha aplicado el ACP a los datos de AAL para establecer la relacion entre
las variables y detectar las principales causas de variabilidad. Se han extraido dos

componentes principales que explican 96,6% del total de la varianza.

En la Tabla 42 se muestra la relacion de las variables con los 2 componentes

extraidos.

El CP1 explica el 92,4% de la varianza total, y presenta una correlacion
positiva muy elevada con la mayoria de AAL, observandose los valores mas
elevados para Tyr (0,998), Leu (0,993) y los mas bajos para Glu (0,87) y Tau (0,89).
El CP2 explica tan sdlo el 4,2% de la varianza total, estando poco correlacionado
con los AAL. Se correlaciona positivamente con la His, Ser y Gln, que son AAL
que presentan mayores concentraciones en quesos elaborados con CV; y
negativamente con Asp, Gly y Asn, que son AAL que se modificaron muy poco
por el tipo de coagulante e incluso presentaron valores algo mayores en los

quesos elaborados con CA.
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Tabla 42. Andlisis de componentes principales del
contenido de los aminodcidos de queso de Murcia al Vino
elaborados con CA y CV alo largo de la maduracién

Aa libres CP1 CP2
Asp 0,97 -0,20
Asn 0,98 -0,17
Glu 0,87 0,12
His 0,90 0,40
Ser 0,96 0,25
GIn 0,98 0,17
Arg 0,99 -0,12
Gly 0,95 -0,30
Thr 0,95 0,31
Tau 0,89 -0,28
Ala 0,99 0,07
Tyr 1,00 -0,02

Gaba 0,98 -0,15
Trp 0,97 0,21
Met 0,97 0,22
Phe 0,98 -0,20
Val 0,97 -0,19
Leu 0,99 -0,11

Ile 0,99 0,00
Orn 0,94 0,18
Lys 0,94 -0,13

En la Figura 63 se representa a los quesos en el plano definido por el CP1y
CP2. Se observa que el CP1 separa a los quesos en funcién de su tiempo de
maduraciéon. De esta manera, los quesos con 45 y 60 dias de maduracion, con
mayores contenidos en AAL, se sitian en el hemisferio positivo y los quesos con
menor concentracion (2 y 15 dias) en el negativo, quedando los quesos con 30 dias
con valores intermedios en el centro. Por tanto, se puede afirmar que el CP1 esta

asociado al tiempo de maduracion, explicando el 92,4 % de la varianza.
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Figura 63. Representacion en el plano definido por los 2 componentes principales
extraidos con los valores del contenido de los aminoacidos de los quesos elaborados con

CVy CA, alolargo de la maduracién

De igual forma, podemos observar que el CP2 nos diferencia claramente a

los quesos elaborados con distinto coagulante, representando a la mayoria de los

quesos elaborados con el CV en la parte positiva y a los elaborados con CA en la

negativa. Por tanto, podemos afirmar que el CP2 esta asociado a la variable tipo

de coagulante y explica el 4,2% de la varianza.
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4.1.3. Microbiologia

4.1.3.1. Caracteristicas microbioldgicas de la leche utilizada en la fabricacion del

queso de Murcia al Vino

En la Tabla 43, se muestran los recuentos de microorganismos detectados
en cada uno de los medios de cultivo utilizados, en las tres partidas de leche
(cruda y pasteurizada) de cabra Murciano-Granadina utilizadas en la elaboracion
del Queso de Murcia al Vino. Los valores de los recuentos se expresan como log

ufc/ml.

Tabla 43. Recuento bacterianos (log ufc/ml) en leche cruda y pasteurizada utilizada en la
elaboracion de los quesos de Murcia al Vino

Leche cruda Leche pasteurizada
1 2 3 1 2 3
PCA! 4,27 5,80 5,53 ND 2,48 ND
MSE? 3,08 3,06 3,78 ND ND ND
KF? 3,94 2,99 4,88 ND ND ND
RA* 4,16 3,00 4,19 ND ND ND
M7 5,06 >4,47 6,58 ND 2,08 ND
Petrifilm Coliformes ND >4 47 4,60 ND ND ND
Petrifilm Levaduras ND 3,36 3,08 ND ND ND

1PCA: agar de recuento en placa, medio utilizado para aislamiento de microorganismos aerdbios
mesdfilos totales (RAMT)

2MSE: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Leuconostoc

3KF: KF-Streptokokken-agar, medio utilizado para aislamiento presuntivo de Streptococcus

4RA: agar rogosa, medio utilizado para aislamiento presuntivo de Lactobacillus

5Muz: agar M1z, medio utilizado para aislamiento presuntivo de Lactococcus

ND: no detectado crecimiento o no superado el limite inferior de contaje

Se observa que la leche de partida cruda mostr6 recuentos en agar PCA, de
alrededor de 5 log ufc/ml. Este valor se encuentra por debajo de las 15x10° ufc/ml,
limite maximo permitido segtin el Reglamento CE 853/2004 de 29 de Abril (Union
Europea, 2004), para leche destinada a la elaboracion de queso, con tratamiento
térmico. Por tanto, la leche de cabra utilizada en la elaboracion de los quesos

presenta una excelente calidad higiénica, gracias a las buenas practicas de higiene
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aplicadas en el manejo del ganado caprino, en el proceso de ordefio, y durante la

manipulacion posterior de la leche.

Tras la pasteurizacion, no se detecto la presencia de coliformes ni levaduras
y salvo en la segunda partida, no se detecté tampoco la presencia de flora

microbiana habitual de la leche.

4.1.3.2. Caracteristicas microbioldgicas del queso de Murcia al Vino durante la

maduracion

En la Tabla 44 se muestra la evolucion de los recuentos de microorganismos
obtenidos en cada uno de los medios de cultivo utilizados a lo largo de la
maduracién. Se presentan valores medios y las desviaciones estandar (expresados
como log ufc/g de queso), de las muestras de queso de Murcia al Vino, elaborados
con CAy CV.

Se puede apreciar que, en los medios MSE y Petrifilm para Coliformes y
Petrifilm para Levaduras (que son medios presuntivos para aislamiento de
Leuconostoc, Coliformes y Levaduras, respectivamente), o bien no se ha detectado

crecimiento, o este no ha superado los limites inferiores de contaje.

Por el contrario, si se han encontrado recuentos en los medios de cultivo
PCA, My, KF y RA, que son los medios presuntivos utilizados para el aislamiento
de aerobios mesdfilos totales (RAMT), Lactococcus, Streptococcus y Lactobacillus,
respectivamente. La mayor parte de estos microorganismos se corresponden con
los anadidos a la leche pasteurizada como cultivos iniciadores, (Lactococcus lactis
subs. lactis, subs. cremoris y Streptococcus salivarius subs. Thermdphilus), mientras
que los Lactobacillus aparecen, probablemente, por contaminacion durante el

proceso de elaboracion.

A continuacion, se analizan con mas detalle, los recuentos de los principales

grupos microbianos aislados en cada uno de los medios de cultivo utilizados.
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Tabla 44. Recuento de bacterias (ufc/g queso), en los distintos medios de cultivo,
presentes en el queso de Murcia al vino, elaborado con CA y CV, a lo largo de su

maduracion
Dias de maduracion
2 15 30 45 60

CA
PCA! 8,14+0,422 8,22+0,66 2 8,79+0,52 2 8,10+0,43 2 8,19+0,53 2
M7 8,26+0,68 2 8,94+0,352 8,86+0,21 2 8,85+0,652 8,96+0,22 2
KF3 7,260,462 8,04+0,57 2 7,53+0,262 6,64+0,602 6,96+0,39 2
RA* 8,03+0,33abc  7,65+0,91abc  6,53+1,44a 8,46+0,82b¢ 9,49+0,86¢
MSE? ND ND ND ND ND
Petrifilm Coliformes ND ND ND ND ND
Petrifilm Levaduras ND ND ND ND ND

Ccv
PCA! 8,50+0,102 8,84+0,81 2 8,76+0,64 2 8,49+0,93 2 7,97+0,67 2
M7 8,09+1,402 8,75+0,52 2 8,44+0,162 8,34+0,27 8,03+0,132
KF3 7,74+0.262 7,68+0,87 2 7,79+0,99 2 7,32+0,962 6,68+0,22 2
RA* 8,19+0,37abc  7,17+0,192>  7,03+1,443> 8,16x+1,193bc  8,29+2 (04 abe
MSE2 ND ND ND ND ND
Petrifilm Coliformes ND ND ND ND ND
Petrifilm Levaduras ND ND ND ND ND

a< Resultados del Test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro en la misma fila sin
superindices comunes son estadisticamente diferentes (p <0,05).

1 PCA: medio utilizado para aislamiento de microorganismos aerdbios mesdfilos totales (RAMT)
2 MSE: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Leuconostoc

8 KF: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Streptococcus

4 RA: agar rogosa, medio utilizado para aislamiento presuntivo de Lactobacillus

5 Muz: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Lactococcus

ND: no detectado crecimiento o no superado el limite inferior de contaje

4.1.3.2.a) Recuentos en medio de cultivo PCA.

El PCA es el medio de cultivo utilizado para el aislamiento de

microorganismos aerobios mesofilos totales (RAMT).

En la Figura 64 se muestran los valores medios y desviaciones estandar,
expresados como log ufc/g, de RAMT en quesos elaborados con CA y CV a lo
largo de la maduracion. De igual forma, se muestran los resultados de la
comparacion multiple de medias individualizadas realizadas mediante el test
LSD.
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Los recuentos de RAMT experimentan a lo largo de todo el periodo
estudiado una evolucién irregular. Se observa un aumento no significativo
(p>0,05) en el recuento a los 30 dias de la maduracién, donde alcanzaron los
niveles maximos de todo el periodo de estudio; para luego descender, hasta el dia
45, y volver a incrementarse hasta el final de la maduracion. No obstante, a pesar
de esta evolucion, el tiempo de maduracion no afectd significativamente (p>0,05)
a los recuentos de RAMT, observando a los 2 y 60 dias valores de 8,14 y 8,19 log

ufc/g queso, respectivamente.

Se observa una cantidad elevada de recuentos de RAMT en los quesos de 2
dias de maduracion, lo que se corresponde con la efectiva implantacion de la flora
lactica con interés tecnoldgico para la elaboraciéon del queso. Este aumento se
debe a la multiplicacién bacteriana de los microorganismos del cultivo iniciador y
a la retencion de los mismos después del drenaje del suero, ya que estos grupos
bacterianos aumentan sus recuentos, alcanzando en el queso de 2 dias valores de
8,14 log ufc/g.
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Figura 64. Evolucién de los recuentos de RAMT en PCA, a lo largo de la maduracion



240 ADELA ABELLAN GUILLEN

El aumento de los recuentos hasta el dia 30 de la maduracidn, se
corresponde con la maxima proliferacion de las RAMT. Esta evoluciéon se
acompana de un brusco descenso del pH debido al 4cido lactico que producen las
bacterias del cultivo iniciador, que aparecen como la flora dominante, tanto en
leche pasteurizada como en quesos de 2 dias. De hecho, se establece una
correlacion negativa (p>0,05) entre el crecimiento de estas RAMT y los valores de
pH y una positiva (p<0,05) entre la evolucion de las RAMT vy los valores de AT.
Evoluciones similares se han encontrado en otros quesos de cabra como el queso
Gredos (Medina et al., 1992), Cendrat del Montsec (Mor-Mur et al., 1994), Armada
(Tornadijo et al., 1995), Tenerife (Zarate et al., 1997), Zamorano (Ferrazza et al.,
2004), Majorero (Calvo et al., 2007) o Robiola di Roccaverano (Bonetta et al., 2008),

entre otros.

Los recuentos de los 60 dias en el queso de Murcia al vino (de 8,19 log
ufc/g), son semejantes a los encontrados en la bibliografia para otras variedades
de queso como el Majorero (con recuentos de 8,30 log ufc/g, Calvo et al., 2007), en
queso Manchego artesano (8,30 log ufc/g, Cabezas et al., 2007), o el Zamorano (con

8,55 log ufc/g a los 2 meses de maduracion, Ferrazza et al., 2004).

En cuanto al tipo de coagulante ensayado, este no influyo
significativamente (p>0,05) en los recuentos medios de RAMT, al igual que ocurre
en otros quesos elaborados con dos tipos de coagulantes. Asi, Pino (2007) en
queso de Los Pedroches elaborado con leche de cabra, y Tejada (2001); Prados et
al. (2007), o Galan (2008) en leche de oveja, tampoco encontraron diferencias
significativas (p>0,05) en los recuentos de RAMT de quesos elaborados con cuajo

animal y coagulante vegetal liofilizado.

Sin embargo, diversos autores comprobaron que en el caso de utilizar
coagulante vegetal fresco, los recuentos para RAMT en estos quesos fueron
superiores, por la mayor presencia de bacterias viables en el coagulante vegetal
fresco (Sousa y Malcata, 1997a; Tejada, 2001). Este comportamiento no se detecta

en quesos elaborados con CV liofilizado.

4.1.3.2.b) Recuentos en medios de cultivo M17.

El M1y es el medio de cultivo presuntivo utilizado para el aislamiento y

recuento del género Lactococcus.
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En la Tabla 44 y Figura 65 se presentan los recuentos de Lactococcus,
expresados como log ufc/g, para quesos elaborados con CA y CV durante la

maduracion.
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Figura 65. Evolucién de los recuentos de Lactococcus en Miz, alo largo de la maduracién

Al igual que ocurria con las RAMT, tras la implantacion del cultivo
iniciador los recuentos de Lactococcus del queso de Murcia al Vino van a
experimentar un aumento, no significativo (p>0,05), durante los 15 primeros dias
de la maduracion, manteniéndose mas o menos constantes hasta el final de dicho
periodo. Este aumento al principio de la maduracion, provoca una gran actividad
metabdlica, degradando la lactosa e incrementando su numero rapidamente
(Williams et al., 2000); siendo los responsables de los cambios bioquimicos en los
primeros estadios madurativos del queso, asi como de la bajada brusca que
experimenta el pH hasta el dia 30 de la maduracion. A pesar de esto, el tiempo de

maduracién no afecté de manera significativa (p>0,05) a dicho recuento.

Al ser este grupo microbiano el primero en desarrollarse en el queso, van a

ser los responsables de los procesos proteoliticos que tienen lugar durante las
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primeras fases de la maduracion. En este sentido, Ballesteros et al. (2006) y Garcia-
Ruiz et al. (1998) observaron que Lactococcus presentaba una alta actividad

proteolitica.

Ferrazza et al. (2004), detectaron una alta correlacion negativa entre los
recuentos de Lactococcus y la acidez de los quesos. La mayor sensibilidad al acido
que presentan Lactococcus hace que, la bajada del pH del queso sea un factor
limitante en su crecimiento, haciéndolos menos competitivos frente a otras
bacterias lacticas como los Lactobacillus. Por esta razon, la poblacion de Lactococcus
se ird reemplazando gradualmente por la de Lactobacillus a medida que transcurre
la maduracion, constituyendo la flora dominante del queso en las etapas

posteriores de la misma.

En los quesos de Murcia al vino, no se evidencia el descenso en los
recuentos de Lactococcus a lo largo de la maduracion dado que los 60 dias es
todavia una etapa madurativa temprana. El descenso se hace mas patente en
aquellas variedades de queso que se comercializan con mayores tiempos de
maduracion como el Zamorano (Ferrazza et al., 2004), el queso Majorero (Calvo et
al., 2007), o el queso Serra (Macedo et al., 2004).

En general, existen muchas diferencias en los recuentos de los Lactococcus en
las distintas variedades de queso debido a las variaciones que existen en su
elaboracion. Estos recuentos van a depender de factores como: que la leche
utilizada en la fabricacion de queso sea cruda o pasteurizada, que el queso se
elabore con o sin cultivo iniciador o, de la composicion de dicho cultivo.
Comparando los valores de Lactococcus, con otras variedades de quesos,
observamos que estos son semejantes a los 8,5 log ufc/g encontrados en queso
Zamorano a los 60 dias (Ferrazza et al., 2004), los 8,50 ufc/g detectados en el queso
Feta (Manolopoulou et al., 2003), los 8,2 ufc/g en queso Majorero (Calvo et al.,
2007) o los 8,78 ufc/g encontrados en el queso Serra a los 63 dias de maduracion
(Macedo et al., 2004).

Tal y como se puede comprobar, el tipo de coagulante no afectd
significativamente (p>0,05) al recuento de Lactococccus del queso de Murcia al
Vino. A pesar que los recuentos de los quesos elaborados con CV, tras
experimentar el aumento significativo en los 15 primeros dias, disminuyan hasta

el final de la maduracion, no se detectan diferencias significativas (p>0,05), entre
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quesos elaborados con los dos tipos de coagulantes. Este hecho coincide con los
resultados encontrados por Tejada y Fernandez-Salguero (2003) y Prados (2005).
Tejada (2001); Prados et al. (2007) y Galan (2008) si encuentran diferencias
significativas cuando los quesos se elaboran con CV fresco, con respecto a los

elaborados con CA.

4.1.3.2.c) Recuentos en medio de cultivo KF.
El KF es el medio utilizado para el aislamiento presuntivo de Streptococcus.

En la Tabla 44 y Figura 66 se presenta la evolucion de los recuentos de
Streptococcus, expresados como log ufc/g de quesos elaborados con CA y CV,

durante la maduracion.

12 A —=— (CA
7 p ..
101
¥ 9
] 5 B
=] 8 x el p—
&0 '-!-'....— =
é’ 7 «—‘;
7] ey
T J_
8 27
2
=
B
R
v
2_
1..

0 T T T T T
2 15 30 45 60

Dias de maduracion

Figura 66. Evolucion de los recuentos de Streptococcus en KF, a lo largo de la maduracion

Se puede apreciar que el tiempo de maduracion no afecté de manera
significativa (p>0,05) al recuento de este grupo bacteriano de los quesos. Este
recuento muestra una evolucion semejante a la que experimentan los recuentos en

el medio de cultivo M7, aunque con valores inferiores.
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Los recuentos en KF, no muestran diferencias significativas (p>0,05) entre

los quesos elaborados con CA 'y CV.

4.1.3.2.d) Recuentos en medio de cultivo RA

El agar Rogosa es uno de los medio utilizados para el aislamiento de

Lactobacillus.

En la Tabla 44 y Figura 67 se presentan la evolucion de los recuentos de
Lactobacillus a lo largo de la maduracion de quesos de Murcia al Vino elaborados
con CAy con CV.
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Figura 67. Evolucién de los recuentos de Lactobacillus, en RA, a lo largo de la maduracion

Se puede apreciar que, el tiempo de maduracion afectdé de manera

significativa (p<0,05) a los recuentos de este grupo bacteriano en el queso.

Los Lactobacillus son bacterias lacticas que no se emplean habitualmente
como cultivos iniciadores (Demarigny et al., 1996; Williams y Banks, 1997). Al ser

inactivadas con la pasteurizacion, su presencia en el queso desde etapas
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tempranas de la maduracidn, se atribuye a una contaminacién posterior al
tratamiento térmico, con cepas que existan en los equipos de elaboraciéon de queso

(Fitzsimons et al., 1999; Ferrazza et al., 2003), o/y en el ambiente de la queseria.

Ya en el dia 2 de maduracion, se observan valores muy elevados para el
recuento de Lactobacillus. Quizds por este motivo se detecta un descenso
significativo (p<0,05) a los 30 dias de maduracién, con valores que disminuyen
desde los 8,03 log ufc/g detectados a los 2 dias, hasta los 6,53 log ufc/g, a los 30
dias de maduracién. Finalmente los Lactobacillus aumentan de manera
significativa (p<0,05) alcanzando al final de la maduracion recuentos de 9,49 log

ufc/g.

El descenso significativo en las dos primeras semanas de maduracion se
produce al mismo tiempo que, aumenta el de Lactococcus. Los Lactobacillus tienen
menor ritmo metabolico al tener requerimientos nutricionales de aminoacidos y
vitaminas mayores que Lactococcus. Este hecho limita su capacidad de biosintesis,
y por tanto, su crecimiento inicial es mas lento (Morishita et al., 1981; Ferrazza et
al., 2004).

Sin embargo, al ser los Lactobacillus mas tolerantes a las condiciones acidas,
el descenso de pH del queso (con valores de 5,03 a los 30 dias), tiene un efecto
selectivo sobre la flora, favoreciendo a este grupo bacteriano en detrimento de los

Lactococcus, menos tolerantes al acido que ellos.

A partir del dia 30, los recuentos de Lactobacillus irdn aumentando hasta
alcanzar su maximo al final del periodo de estudio, donde es el grupo dominante.
En otras variedades de queso (queso Cameros (Olarte et al., 2000), queso
Zamorano (Ferrazza et al., 2004) o queso de cabra elaborado con leche
pasteurizada (Guizani et al., (2006) entre otros), también aparece Lactobacillus

como grupo bacteriano dominante al final de la maduracion.

Crow et al. (2001) apuntaron, que las bacterias lacticas no pertenecientes al
cultivo iniciador pueden actuar como coadyuvantes de los fermentos lacticos en
la mejora del flavor de los quesos durante el proceso de maduracion. Esto es
debido a que, el gran crecimiento de Lactobacillus puede contribuir a incrementar
la cantidad de proteasas y peptidasas intra y extracelulares capaces de hidrolizar
polipéptidos y péptidos de mediano y pequefio peso molecular a aminoacidos. En

este sentido, en nuestro estudio se ha correlacionado positivamente los recuentos
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de Lactobacillus con los contenidos de NNP, NAA y Np a los 60 dias de
maduracién; asi como, con las mayores puntuaciones obtenidas en los quesos

para la intensidad de olor.

El tipo de coagulante no afect6 significativamente (p>0,05) a los recuentos
de Lactobacillus del queso de Murcia al Vino, aumentando ambas de manera

significativa (p<0,05) a lo largo de la maduracion.

Sanchez (1999), Gomez et al. (2001) o Tejada (2001) en queso de oveja
tampoco detectaron diferencias significativas entre los recuentos de Lactobacillus
obtenidos en quesos elaborados con CV liofilizado y CA, coincidiendo con los
resultados obtenidos por Freitas y Malcata (1996) en queso Picante. No obstante,
Sousa y Malcata (1997b) en queso Serra, obtuvieron al final de la maduracién
recuentos de Lactobacillus mas elevados en quesos elaborados con coagulante
vegetal fresco que en los fabricados con cuajo, aunque a los 28 dias de

maduracion observaron exactamente el fendmeno contrario.
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4.1.4. Anélisis Sensorial

En la Tabla 45 se recogen los descriptores utilizados en el presente estudio
agrupados segun el tipo de percepcion sensorial, siguiendo la norma UNE 87-001-
94.

Tabla 45. Atributos utilizados en el analisis sensorial de las muestras de quesos

A) APARIENCIA INTERNA Son todos los atributos visibles de una sustancia u
objeto.

A.1. Color Es la sensacion resultante de estimular la retina por las
ondas luminosas comprendidas en la region del visible.
Color caracteristico del queso de cabra.

A.2. Numero ojos Numero de ojos que se aprecia sobre la superficie de
corte del queso.

A.3. Tamano ojos Apreciacion del tamafio de los ojos en la superficie de
corte del queso.

A 4. Distribucién ojos Distribucion de los ojos sobre la superficie de corte del
queso.

B) OLOR Propiedad organoléptica perceptible por el drgano
olfativo cuando inspira determinadas sustancias
volatiles.

B.1. Intensidad Magnitud de la sensacién percibida (magnitud del olor
percibido).

B.2. Acido Olor caracteristico del acido lactico. Asociado con el olor
del yogurt.

B.3. Vino Olor caracteristico de la variedad de vino tinto doble
pasta de la Regidon de Murcia

C) TEXTURA Es el conjunto de propiedades mecanicas, geométricas y

de composicion de un producto perceptibles por los
mecano-receptores, los receptores tactiles y en ciertos
casos, los visuales y auditivos.

Las propiedades de textura del queso se manifiestan
cuando sufre una deformacion, es decir, debe de ser
manipulado antes (con los dientes, con los dedos, con la
lengua, con un cuchillo...).

C.1. Dureza Es la propiedad mecédnica de la textura relativa a la
fuerza requerida para deformar el queso o para hacer
penetrar un objeto (cuchara, cuchillo) en él.

C.2. Granulosidad Es la propiedad geométrica de la textura relativa a la
percepcion de las dimensiones y de la forma de las
particulas del producto.

C.3. Cremosidad Es un atributo especifico para los quesos. Solubilidad en
la boca.

D) SABOR Sensaciones percibidas por el 6rgano del gusto cuando
es estimulado por ciertas sustancias solubles.

D.1. Intensidad Magnitud de la sensacion percibida (magnitud del sabor

percibido).
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D.2. Vino Sabor caracteristico de la variedad de vino tinto doble
pasta de la Region de Murcia.
D.3. Acido Describe el sabor elemental que se percibe en la lengua

producido por disoluciones acuosas diluidas de Ia
mayoria de los 4cidos.

D.4. Salado Sabor elemental producido por disoluciones acuosas de
varias sustancias, como cloruro sédico.
D.5. Amargo Sabor elemental producido por disoluciones acuosas

diluidas de diversas sustancias tales como la quinina,
algunos otros alcaloides y la cafeina.

La Tabla 46 muestra las medias y las desviaciones standard de las
puntuaciones obtenidas para los parametros sensoriales analizados a los 30, 45 y
60 dias de maduracion en el queso de Murcia al Vino, elaboradas con cuajo
animal (CA) y coagulante vegetal (CV). De igual forma, se muestran los
resultados de la comparacion multiple de medias individualizadas obtenidas
mediante el test LSD.

En las Figuras 68 y 69 se representan los perfiles sensoriales de los quesos
elaborados con CA y CV, respectivamente, durante su maduracién. Estos perfiles
sensoriales van a reflejar en sendos diagramas de arafia, los valores de las
puntuaciones medias otorgadas por los panelistas para los atributos sensoriales
de los quesos. Cada uno de los atributos analizados se va a representar en un
radio del grafico, donde el centro de la figura se corresponderd con la intensidad
cero del valor, y esta se ird incrementando conforme nos alejamos hacia el

extremo opuesto.
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Tabla 46. Caracteristicas sensoriales del queso de Murcia al Vino elaborado con CV y CA
durante su maduracién. Medias y desviaciones estandar

Dias de maduracion

30 dias 45 dias 60 dias
Atributos CvV CA Ccv CA Ccv CA
Intensidad olor 45+08 46+08% 46+1,02 51+0,6c 54+09d 5,6+0,4d
Olor acido 36+x1,4 36+13 42+09 43+062 42+05* 42+1,8
Olor a vino 30+05= 27+012 30+x08 29+1,0= 3,6+1,22 3,1+1,2a
Color 3,5+0,3> 23+0,62 3,8+05 25+02 45+0,8 3,1+0,7°
N? ojos 31+05= 24+062 29+14a 24+12= 3,0+1,8 22+0,72
Tamafio ojos 27+02¢ 28+03 25+06c 21+03 21+08 1,7+0,52
Distribucion ojos 23+1,1a 21+06a 27+04> 23+1,22 17+08 18=+0,62
Dureza 1,6+,4 32+05> 24+13 44+1,00c 31+06 51+1,7¢
Granulosidad 1,6 +042 3,8+0,8d 20+132 36+1,1bcd 271 +0,4abc 45+17,3d
Cremosidad 79+0,1¢ 59+03®» 76+06c 49+092 7,1+09c 52+1,72a
Intensidad sabor 59+02a 54+00 64+02® 59+0,12 72+07> 6,0+0,92
Sabor vino 2,8+042 23+042 3,0+£092 33+032 33x172 32+1,5a
Sabor acido 41+092 43+0,0 50+082 500,72 44+042 45+0,3a
Sabor salado 40+0,02 40+042 4,6+08%P 47+04®, 52+0,7° 5,0=+0,8®
Sabor amargo 40+1,026 39+0,1a 43+08¢>b 37+042a 48+08 34+(0,8a

Valores medios de 12 catadores.

Resultados comparacion multiple de medias (prueba LSD). = Valores medios del mismo pardmetro
sin superindices comunes son estadisticamente diferentes (p<0,05).

CV: quesos elaborados con coagulante vegetal, CA: quesos elaborados con cuajo animal.

Por otra parte, en la Figura 70, 71 y 72 se muestran de forma comparativa los
perfiles sensoriales de los quesos elaborados con CA y CV a los 30, 45 y 60 dias de

maduracion, respectivamente.
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Figura 68. Perfil sensorial de los quesos de Murcia al Vino elaborado con CA alos 30,45y
60 dias de maduracion
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Figura 69. Perfil sensorial de los quesos de Murcia al Vino elaborado con CV a los 30, 45y
60 dias de maduracion
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Figura 70. Perfil sensorial de los quesos elaborados con CA y CV a los 30 dias de
maduracién

=3 Intensidad olor
e Olor dcido | Sabor amargo
Olor a vino Sabor salado
~ A
Color —_ _— Sabor dcido
NYojos — — Sabor vino
Tamano ojos E Intensidad sabor
/
Distribucion Cremosidad
Dureza Granulosidad

Figura 71. Perfil sensorial de los quesos elaborados con CA y CV a los 45 dias de
maduracién
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Figura 72. Perfil sensorial de los quesos elaborados con CA y CV a los 60 dias de
maduracién

Tal y como se puede observar, las caracteristicas sensoriales de los quesos
se van modificando a medida que se incrementa el tiempo de maduracién de los
mismos. De igual manera, se evidencian las diferencias entre los quesos
elaborados con CA y CV, sobre todo en los atributos referentes a la apariencia
interna de los quesos y a la textura, a lo largo de toda la maduracion; asi como

también para el sabor amargo a los 60 dias.

A continuaciéon vamos a analizar y discutir los resultados obtenidos para
cada pardmetro, agrupados segun el tipo de percepcion sensorial: olfativas,

visuales, de textura y gustativas.

4.1.4.1. Percepciones olfativas

En la Tabla 46 y Figura 73 se puede observar la evolucion de los valores
para los atributos olfativos durante el periodo de estudio. A pesar de que todos

ellos aumentan a medida que lo hace el tiempo de maduracién, tan sélo se
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establecen diferencias significativas (p<0,001) en la intensidad de olor total. En la
comparacion multiple de medias se observa un incremento significativo (p<0,05)
de este atributo durante la maduracién, con valores a los 30 y 60 dias de 4,6 y 5,6,

respectivamente en quesos elaborados con CA.

Intensidad olor

e (] [ias

Olor acido ~ ~ Olor a vino

Figura 73. Atributos sensoriales del olor para quesos CA a lo largo de la maduracion

Tal y como se ha detectado en otras variedades de queso, el aumento en la
intensidad del olor observado estd determinado por la aparicion de diversos
componentes volatiles y no volatiles (y de las proporciones en las que se
encuentren), originados en los quesos durante la proteolisis y la lipdlisis (Fox et
al., 2000; Gaborit et al., 2001; Martinez-Cuesta et al., 2001; Pino, 2007; Delgado et
al., 2009 y Galan, 2008).

A lo largo de toda la maduracion, se percibe el aumento de las puntuaciones
correspondientes al olor 4cido de los quesos, aunque el incremento no result6 ser
significativo (p>0,05). Este aumento se correlaciona positivamente (r?=0,44) con el
indice de acidez (acido lactico) de los quesos.

La evoluciéon que experimenta la acidez de los quesos también puede estar
relacionada con el aumento de la concentracion de dacidos grasos libres,
especialmente de cadena corta, que van a ser responsables de esta caracteristica
sensorial (Lawrie y Lawrence, 1972; Kanawjia et al., 1995). Los acidos grasos
liberados en el queso se transforman en cetoacidos mediante reacciones de f-
oxidacion. Estos cetodcidos posteriormente son descarboxilados y transformados

en metil-cetonas y, éstas a su vez pueden ser reducidas transformandose en
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alcoholes. Por esta razon, como consecuencia del aumento de la lipolisis durante
la maduracion, se va a producir un incremento de los compuestos volatiles que
desarrollan el aroma del queso, y que causan un aumento de su acidez.

Por otra parte, el incremento del olor acido de los quesos podria
relacionarse con los valores para los atributos de intensidad del sabor o el olor
detectados en los mismos, que mostraron la misma tendencia; hecho que también
fue observado por Ballesteros et al. (2006) en quesos Manchegos.

En relaciéon a esto, son muchos los autores que actualmente vienen
englobando los atributos del sabor y del olor dentro del concepto tinico conocido
como flavor. Este concepto se traduciria, segun la AENOR (1997), como una
sensacion olfato-gustativa; ya que para percibir el sabor, resulta imprescindible
que numerosas sustancias volatiles alcancen los centros olfativos de las fosas
nasales durante la permanencia del queso en la boca. Por este motivo, se ha
comprobado que la mayoria de los compuestos que participan en el aroma,
también son responsables del sabor. De hecho, en este trabajo, se ha detectado
una correlacion positiva (12=0,66) entre los atributos de olor y sabor, observando,
que el aumento de las percepciones olfativas conlleva un aumento de las
gustativas, incrementdndose ambas a medida que transcurre la maduracion.

En términos generales, con respecto a las percepciones olfativas del queso
de Murcia al Vino, podriamos decir que este queso se caracteriza por una
intensidad de olor media y un suave olor a acido y a vino. Esta descripcion
complementa la resefia simple de “aroma suave” que aparece para estos tipos de

quesos en su Reglamento de la Denominacion de Origen (Andnimo, 2001).

En la Tabla 46 y Figura 74, se muestran los valores y las puntuaciones
obtenidas para los atributos de olor de los quesos elaborados con CA y CV, a los
60 dias de maduracion.

Se puede observar que el panel de catadores no establecid diferencias
significativas (p>0,05) en las caracteristicas de olor entre quesos elaborados con
diferente coagulante. Asi, se establece que la intensidad de olor y el olor 4cido fue
muy similar en los quesos elaborados con CA y con CV (con valores a los 60 dias
5,6 y 54, y de 4,2, respectivamente); mientras que para el olor a vino, los valores
se mostraron ligeramente superiores para los quesos elaborados con CV (con

puntuaciones de 3,6 frente a los 3,1 de los elaborados con CA).
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Intensidad olor

Olor acido Olor a vino

Figura 74. Atributos sensoriales olfativos de los quesos elaborados con CA y CV a los 60
dias de maduracién

Pino (2007), tampoco encontr6 diferencias significativas en la intensidad de
olor y olor acido entre los quesos elaborados con leche de cabra y con diferentes
coagulantes. Sin embargo, en otros trabajos similares realizados en quesos de
oveja, autores como Sanjuan (1992) o Tejada et al. (2007), detectaron que los
quesos elaborados con CV presentaban una mayor intensidad del aroma asi
como, mayores puntuaciones en los atributos intensidad de olor y olor acido que
los quesos elaborados con CA, lo que se atribuye a la mayor proteolisis
producida. De hecho, se ha comprobado que la degradacion de las caseinas a
pequenos péptidos y aminodacidos libres contribuye al aroma de los quesos al ser
precursores de sustancias aromaticas (Fox, 1989; Garde et al., 1997; Oumer et al.,
1999). No obstante en otros quesos, como en el queso de Murcia al Vino, péptidos
y aminodcidos ejercen una menor influencia en el olor del queso, al estar
relacionados con sabores bdsicos, sobre los que existe una superposicién de
flavores existentes en el queso (Engels y Visser, 1994); o quizas porque el flavor de
los quesos pudiera provenir de efectos sinérgicos entre los aminoacidos entre si o
de los aminoacidos con otros componentes (Salles et al., 2000; Mallatou et al.,
2003).

Por otra parte, probablemente, el tiempo de maduracién de este tipo de

queso (maximo de 60 dias) es demasiado corto para que se produzcan todas las
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reacciones que transforman péptidos y aminodcidos en sustancias volatiles
responsables del aroma. En la mayoria de los quesos el perfil aromatico esta
definido, fundamentalmente, por los acidos grasos libres, sobre todo de cadena
corta, y en menor medida, por ésteres y cetonas, y derivados del benceno
(McSweeney y Sousa, 2000; Fernandez-Garcia et al., 2002; Hayaloglu et al., 2007;
Poveda et al., 2008, Delgado et al., 2009).

4.1.4.2. Percepciones visuales: apariencia de la pasta

En la Tabla 46 y en la Figura 75 se muestran los atributos relacionados con
la apariencia interna de los quesos.

Se puede apreciar que el tiempo de maduracion afecto al tamaro de los ojos
de los quesos de Murcia al Vino, que disminuy06 significativamente (p<0,05) a lo
largo de todo el periodo de estudio, obteniéndose a los 2 y 60 dias, puntuaciones
de 2,8 y de 1,7, respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre el numero de ojos y la distribucion de los mismos en
las muestras analizadas.

La disminucion en el tamano de los ojos del queso se produce como
consecuencia de la pérdida progresiva de agua, provocando una modificacion de
la textura. Esta modificacién va a ir destruyendo la estructura que conforman las
paredes de los ojos, disminuyendo el tamano de los mismos, e incluso llegando a
desaparecer. Este hecho coincide con lo encontrado por Pino (2007) en el queso de
Los Pedroches, o por Tejada et al. (2007) o Galan (2008) en quesos de oveja.

La intensidad de color del queso de Murcia al Vino se incrementd de forma
significativa (p>0,05) durante la maduracién, coincidiendo con lo observado con
otros tipos de quesos (Kilic ef al., 1997; Rohn et al., 1997; Tejada et al., 2007; Pino,
2007; Pompei et al., 1991; o Frau et al., 1999). Este aumento de color observado,
podria estar relacionado, como afirman algunos autores (Tejada et al., 2007; Rohm
y Jaros, 1997b), con la proteolisis que sufren los quesos a lo largo de la
maduracién. Ademas, a medida que avanza la maduracion, la pérdida de agua
que sufren los quesos produce una reduccién de los espacios vacios dentro de la
microestructura de los quesos que se vuelve mas densa y compacta y lleva
consigo un aumento ligero en la intensidad del color (Saldo, 2002). De hecho,

hemos detectado una correlacidon positiva significativa (p<0,05) entre el extracto
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seco total y el color, coincidiendo con Frau (1999); Rohm y Jaros (1997a) y Tejada
et al., 2007.

N® ojos
=8 45 Dias |
= ] Dias
Tamano ojos - Color
1
Distribucion

Figura 75. Atributos de apariencia para quesos CA a lo largo de la maduracion

Los resultados de este trabajo caracterizan, la apariencia interna del queso
de Murcia al Vino, como una pasta homogénea de color blanco y con ojos poco
abundantes y pequenos, distribuidos irregularmente por la misma; en
consonancia con la Reglamentacion de la Denominaciéon de Origen (Andnimo,

2001) que la describe como “masa de color blanca con pocos y pequefios ojos”.

El tipo de coagulante solo afect6 significativamente (p<0,05) al tamano de
los ojos y al color (Tabla 46 y Figura 76). A partir de los 45 dias el tamano de los
ojos resulto ser significativamente mayor (p<0,05) en quesos elaborados con CV
que en los elaborados con CA, presentando a los 60 dias de maduracion, valores

de 2,1y 1,7, respectivamente.
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A pesar de que sélo se ve afectado significativamente el tamafio de ojos, se
observd que el numero de ojos en los quesos elaborados con CV es ligeramente
superior a los encontrados en los elaborados con CA, presentando a los 60 dias
valores de 3,0 y de 2,2, respectivamente. Esto podria estar provocado por la
mayor concentracion de GABA de los quesos elaborados con CV; ya que hay
autores que correlacionan la presencia de este aminodcido con un mayor nimero
de ojos (Christensen et al., 1999).

Los valores atribuidos por los jueces al color de los quesos elaborados con
CV fueron significativamente mayores (p<0,05) que los elaborados con CA,
observandose unas puntuaciones a los 60 dias de 4,5 y 3,1, respectivamente. Otros
autores como Tejada et al. (2007) y Pino (2007), encontraron resultados similares
en estudios con quesos elaborados con diferentes coagulantes, obteniendo

también valores superiores para los quesos elaborados con un CV.

N* ojos

CA =—t—

Tamafio ojos — _—>— Color

Distribucion

Figura 76. Atributos sensoriales de apariencia interna de los quesos elaborados con CA y
CV alos 60 dias de maduracion

El hecho de observar un color mas intenso en los quesos elaborados con CV

con respecto a los elaborados con CA, podria justificarse también, por la mayor
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proteolisis producida en los primeros, ya que se ha detectado una relacion directa
entre el color que presentan los quesos y el grado de proteolisis que sufren los
mismos, al igual que observaron también Rohm et al. (1997) y Tejada (2001) en
quesos de vaca y de oveja, respectivamente De hecho, se han detectado
correlaciones positivas estadisticamente significativas (p<0,05) entre el color del
queso y las fracciones nitrogenadas (NS, NNP), y los subproductos de a y 3-CN
y, negativas con respecto las a y -CN.

4.1.4.3. Percepciones de textura

En la Tabla 46 y en la Figura 77 se muestran los atributos sensoriales de
textura de las muestras de quesos de Murcia al Vino.

Tal y como se puede comprobar, el tiempo de maduracién afecté de manera
desigual a los atributos de textura de los quesos. Asi, se observa un incremento
significativo en la dureza (p<0,05) mientras que la granulosidad, aunque también

aumento no lo hicieron de manera significativa (p>0,05).

Dureza
=@ 45 Dias |
== () Dias

Granulosidad ~ * Cremosidad

Figura 77. Atributos de textura para quesos CA alo largo de la maduraciéon

Tanto en los quesos elaborados con CV como en los elaborados con CA, se
han establecido correlaciones positivas (p<0,05) entre los ST y la dureza. El

aumento de la dureza de los quesos, conforme avanza la maduracién, es un
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resultado esperado, ya que al disminuir la humedad se produce una
deshidratacion de la proteina que provoca una disminuciéon de su libertad de
movimiento y por tanto, una mayor firmeza de la matriz del queso (Buffa et al.,
2001). La disminucion del contenido en agua en la matriz del queso determina
una concentracion de las caseinas y un aumento del numero de enlaces entre
ellas, factores ambos que van a influir de manera positiva sobre la dureza del
queso.

Por otra parte, Carmona y Goémez (1994), en queso de Los Pedroches;
Amantea et al. (1986) en queso Cheddar; Luyten et al. (1991) en queso Gouda y
Pompei et al. (1991) en queso Provolone, observaron al igual que nosotros, un
incremento de la dureza de los quesos durante la maduracion.

En relacion a la cremosidad, se observan puntuaciones irregulares a lo largo
de la maduracion de los quesos, aunque al final de ella los valores van a ser
ligeramente inferiores. Autores como Sanjuan (1992) o Pino (2007) correlacionan
positivamente la cremosidad con la cantidad de grasa de los quesos, detectando
puntuaciones superiores para este atributo en las muestras con cantidades
superiores de grasa.

Resumiendo podriamos decir que el queso de Murcia al Vino se caracteriza
por ser blando, un poco granuloso y con cremosidad media. La Denominacion de
Origen para este queso (Anonimo, 2001) establece que “la masa es compacta al

corte, de textura cremosa y elastica”.

En la Figura 78 se muestran los atributos sensoriales de textura de las
muestras de quesos elaboradas con CV y CA, a los 60 dias de maduracion. El tipo
de coagulante afectd significativamente a la dureza (p<0,01), granulosidad
(p<0,001) y cremosidad (p<0,001). De hecho, con la comparacién multiple de
medias se comprueba que desde los 30 dias de maduracion, los quesos de Murcia
al Vino elaborados con CA fueron significativamente mas duros (p<0,05) y
granulosos (p<0,05), y menos cremosos (p<0,05), que los elaborados con CV. A los
60 dias de maduracion se observan unos valores de dureza, granulosidad y
cremosidad de 5,1 yde 3,1,45y 2,1y 52y 7,1 para quesos elaborados con CA y
CV, respectivamente.

La mayor dureza observada en los quesos elaborados con CA puede

deberse a la menor proteolisis desarrollada en estos quesos, ya que existe una
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relacion indirecta entre el grado de proteolisis y la dureza, tal y como han
establecido otros autores como Fernandez del Pozo ef al. (1988); Rohm et al. (1992);
Yun et al. (1993); Uceda et al. (1994a) o Ustunol y Zeckzer (1996). Por su parte,
Freitas y Malcata (1996) en queso Picante; Pino (2007) en el queso de Los
Pedroches o Tejada (2001) y Galan (2008) en quesos de oveja, también observaron

que los quesos elaborados con CV eran mas blandos que los elaborados con cuajo.

Dureza

CA =t |

5 v TR ;
Granulosidad Cremosidad

Figura 78. Atributos sensoriales de textura de los quesos elaborados con CA y CV a los 60
dias de maduracién

Los valores superiores en las puntuaciones para la cremosidad que
presentan los quesos elaborados con CV a lo largo de toda la maduracion, se
deben, sin duda, a la intensa proteolisis que tiene lugar en los mismos, que
desintegra la red caseinica dando lugar a una estructura mas homogénea (Green y
Grandison, 1987). Estos resultados coinciden con los encontrados por otros
autores en otras variedades de quesos (Sanjuan, 1992; Freitas y Malcata, 1996;
Tejada, 2001; Prados, 2005; Pino, 2007; Galan, 2008). Hort et al. (1997a) también
observaron en queso Cheddar una relacion directa entre proteolisis y cremosidad,
mientras que Fenelon et al. (1999) o Hayaloglou et al. (2005) relacionaron
directamente la obtencion de una textura suave de los quesos con la degradacion
sufrida por la asi-CN. En nuestro estudio la cremosidad se ha correlacionado de

forma directa con el NS (p<0,05) y de forma indirecta con la &, 3, y y-caseinas.
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Otros autores como Sanjudn (1992) atribuyen la mayor cremosidad de los
quesos elaborados con CV a los mayores contenidos en grasa observados con
respecto a los elaborados con CA. En nuestro caso no ocurre esto, ya que no
existen diferencias significativas entre el contenido de grasa de los quesos

elaborados con ambos tipos de coagulantes.
4.1.4.4. Percepciones gustativas

En la Tabla 46 y Figura 79 se muestran los valores medios de las
puntuaciones, otorgadas por los panelistas, para las percepciones gustativas del
queso de Murcia al Vino a lo largo de su maduracion.

Se puede observar que el tiempo de maduracion afect6 de forma
significativa (p<0,05) a la intensidad global de sabor y al sabor salado,
observandose un incremento de ambos atributos durante la maduracién. Gaborit
et al. (2001) también detectaron un incremento significativo de la intensidad de
sabor durante la maduraciéon de varios quesos de cabra. No se detectaron
diferencias significativas (p>0,05) para el resto de los atributos estudiados (sabor a

vino, sabor 4cido y sabor amargo).

Sabor amargo
i

= |5 Dias
- (] [Dias

Intensidad sabor - Sabor salado

Sabor vino Sabor acido

Figura 79. Atributos de sabor para quesos CA alo largo de la maduracion
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El hecho de que todos los atributos de sabor, menos el sabor amargo, se
incrementen durante la maduraciéon, puede ser debido al aumento de los
compuestos responsables del sabor en el queso, que surgen como consecuencia de
las transformaciones quimicas que sufren los mismos (Morgan y Gaborit, 2001;
Pizzillo et al., 2005), al igual que ocurria con el atributo del olor. Por otra parte,
coincidiendo con lo detectado por autores como Carmona et al. (1999), en queso
de oveja, y Fernandez del Pozo et al. (1988) en queso de La Serena, podriamos
relacionar el incremento de la intensidad de sabor con el aumento que
experimentan las fracciones nitrogenadas, al detectar una correlacion positiva
entre ambas (r?=0,92).

El aumento significativo que experimenta el sabor salado del queso, (que
presenta valores de 4,0 y de 5,0, a los 2 y 60 dias, respectivamente), estd asociado
al aumento en la concentracion de sal que experimenta éste durante su
maduracién (r>=0,9), y que va a propiciar un cambio en la difusién de la misma

dentro de la boca durante la masticacion (Jack et al., 1995).

Los sabores a vino y a acido aumentan ligeramente a lo largo de toda la
maduracion, mientras que el sabor amargo disminuye, aunque ninguno de ellos
lo hace de manera significativa (p>0,05).

De manera global podria decirse, por tanto, que los quesos de Murcia al
Vino presentan una intensidad de sabor media, un suave sabor a acido lactico y a
vino, y un sabor ligeramente salado. Estos resultados se corresponden con la
descripcién que aparece en el Reglamento de la Denominaciéon de Origen
(Anonimo, 2001) que describe las caracteristicas gustativas como “...sabor
agradablemente acido, poco salado y aroma suave. Con escasa acidez que
disminuira con el tiempo de maduracion al revés que el punto de salado y aroma,

que aumentaran”.

En la Tabla 46 y en la Figura 80, se representan de manera comparada los
atributos sensoriales del sabor para los quesos elaborados con CV y CA a los 60
dias de maduracion. El tipo de coagulante utilizado para elaborar el queso de
Murcia al Vino sdlo afecté de manera significativa (p<0,05) a la intensidad del

sabor y al sabor amargo, que fue superiores en los quesos elaborados con CV, no
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estableciéndose diferencias significativas (p>0,05) en el sabor a vino, acido o
salado, a pesar de que este tltimo sea ligeramente superior.

El sabor de los quesos elaborados con CV fue mds intenso que los
elaborados con CA, aunque no se detectaron diferencias significativas (p>0,05)
hasta los 60 dias de maduracién, donde se observaron valores de 7,2 y 6,0,

respectivamente.

Intensidad sabor

CA =i

Sabor vino —_ _— sabor amargo

/ \

Sabor acido Sabor salado

Figura 80. Atributos sensoriales de sabor de los quesos elaborados con CA y CV a los 60
dias de maduracion

Estos resultados coinciden con los encontrados por autores como Sanjuan
(1992) y Tejada et al. (2007) en el queso de Los Pedroches; Nufiez et al. (1991) en
queso de la Serena; Picon et al. (1996 y 1997) en queso Manchego; Freitas y
Malcata (1996) en queso Picante y Galan (2008) en queso de oveja; que también
observaron mayor intensidad de sabor en los quesos elaborados con CV que en
los elaborados con CA.

Este hecho se debe, probablemente, a la mayor proteolisis de los quesos
elaborados con CV, presentando mayores concentraciones de péptidos y
aminodcidos que contribuyen de forma importante en el sabor del queso. Asi, se

conoce que los pequefios péptidos pueden proporcionar sabores amargos y
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dulces; mientras que los aminoacidos, van a generar un amplio espectro de
sabores, debido a su capacidad de reaccionar con multiples compuestos o al sufrir
diversas degradaciones.

En este sentido, Ballesteros et al. (2006) detectaron una relacion directa entre
la intensidad de sabor de los quesos y la concentracién de nitréogeno soluble en
agua en los mismos. Por su parte, Aston et al. (1983a, 1983b y 1986) apuntaron que
las fracciones de nitrogeno soluble en agua eran las principales responsables,
junto a las fracciones de Nitrogeno no proteico en acido fosfotinsgico (PTASN),
del flavor de los quesos. Mendia (2000) encontr6 en queso Idiazabal valores
superiores para los atributos olfativos y gustativos en los quesos que presentaban
una intensa degradacion de a y B-CN, asi como de altos niveles de fracciones
nitrogenadas y aminodcidos libres; mientras que Madkor et al. (2000) y Hayaloglu
et al. (2005) establecieron una relacion directa entre intensidad de sabor y la
concentracion de fracciones nitrogenadas y aminodcidos libres presentes en los
quesos.

Las puntuaciones para el sabor amargo fueron muy similares para todos los
quesos hasta el dia 30 de maduracion. A partir de ese momento el sabor amargo
de los quesos elaborados con CV aumento, mientras que el de los elaborados con
CA disminuy¢ ligeramente. De esta manera, al final de la maduracion se
establecieron diferencias significativas (p<0,05) entre los quesos elaborados con
CVy CA observandose valores de 4,8 y de 3,4, respectivamente.

El sabor amargo no siempre puede considerarse un defecto, ya que puede
ser uno de los componentes de la calidad de sabor del queso (Shinoda et al.,
1986b). De esta manera, los resultados encontrados en nuestros quesos coinciden,
en lineas generales, con los obtenidos en quesos elaborados con CV (Picon et al.,
1996; Gaya et al., 1999; Tejada et al., 2007; Pino, 2007), en los que tampoco se
detectaron sabores amargos desagradables a diferencia de lo que ocurre en quesos
elaborados con leche de vaca (Barbosa et al., 1981; Banks et al. 1998; Carrera et al.,
1999). Probablemente, este hecho se deba a que las caseinas de leche de oveja y de
cabra van a ser menos susceptibles que las bovinas a la formacién de péptidos
hidrofdbicos amargos por accion de las proteasas (Pelissier y Manchon, 1976).

El sabor amargo del queso parece estar provocado por las cadenas laterales
de los péptidos producidos durante la proteolisis y por la presencia de

aminodcidos basicos (como la arginina o la histidina). Asi, diversos autores
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relacionan el sabor amargo caracteristico de los quesos elaborados con CV, con el
indice de péptidos HO/HI y con la cantidad de péptidos HO (Sanjuan, 1992;
Nuiiez et al., 1991; Picon et al., 1996 y 1997; Freitas y Malcata, 1996; Singh et al.,
2003). En nuestro caso, también se ha detectado una correlacién positiva (r?=0,99)
entre el sabor amargo de los quesos de Murcia al Vino y las concentraciones de
péptidos HO.

Por otra parte, algunos autores como Polo et al., 1985 o Lemieux y Simard,
1992 afirman que la arginina confiere un sabor amargo a los quesos. En relacion a
esto, el mayor sabor amargo de los quesos elaborados con CV puede estar
provocado por la mayor concentracion de arginina observada en estos quesos con

respecto a los elaborados con CA.

El tipo de coagulante no afect6 significativamente (p>0,05) al sabor a vino,

sabor acido y sabor salado de los quesos.

4.1.4.5. Analisis multivariante

Analisis de componentes principales

Los resultados obtenidos en el andlisis sensorial, que se han comentado
anteriormente, han sido confirmados con un analisis de componentes principales
(ACP) (Tabla 47).

El CP1, que explica el 31% del total de la varianza, se relaciond
positivamente con el numero de ojos, el sabor amargo, la cremosidad, y la
intensidad de sabor total entre otros atributos, mientras que lo hizo de manera
negativa con al dureza y la granulosidad. El sabor amargo y el nimero de ojos
fueron los atributos con mayor efecto diferenciador.

El CP2 explica el 27% del total de la varianza. Presenta correlaciones
positivas con la dureza y granulosidad y negativas con la cremosidad y tamafo
de los ojos entre otros. Dureza, sabor salado e intensidad de olor son los atributos

que presentaron unas correlaciones mas altas.

En la Figura 81, se representan los quesos en un espacio bidimensional en
funcion de los dos CP extraidos. El CP2 diferencia entre los quesos con 30 dias de

maduracion y los de 45 y 60, localizdindose en la parte inferior y superior,
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respectivamente. E1 CP1 diferencia entre los quesos elaborados con CV y CA, que

se localizan en el hemisferio derecho e izquierdo, respectivamente.

Tabla 47. Analisis de componentes principales de
los atributos sensoriales de muestras de queso de
Murcia al Vino elaborados con CA y CV a lo largo
de la maduracion

1 2
Intensidad olor -0,008 0,764
Olor acido 0,112 0,242
Olor vino 0,660 0,500
Color 0,527 0,033
N? ojos 0,807 -0,037
Tamano ojos 0,348 -0,693
Distribucion ojos 0,398 -0,234
Dureza -0,455 0,819
Granulosidad -0,549 0,619
Cremosidad 0,707 -0,526
Intensidad sabor 0,701 0,579
Sabor vino 0,722 0,552
Sabor acido 0,450 0,287
Sabor salado 0,269 0,794

Sabor amargo 0,824 -0,081
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Tipo de coagulante
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Componente principal 1 (27,5%)
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Componente principal 2 (30,9%)

Figura 81. Representacion de los quesos elaborados con CV y CA en el plano definido por
los 2 CP extraidos de los valores de los atributos sensoriales a lo largo de la maduracion

Andlisis Discriminante

e Aplicacién con respecto al tiempo de maduracion

En la Tabla 48 se representan los principales valores de Lambda de Wilks y
de F calculados a partir de los atributos sensoriales determinadas en los quesos.
Se puede observar que intensidad de olor, cremosidad y sabor 4cido son las
variables que mas han contribuido en la diferenciacion de los diferentes periodos

de maduracidn, con valores de F y de Lambda de Wilks de 217,3, 109,3 y 103,1 y
0,01 respectivamente.



CAPITULO 1V. RESULTADOS Y DISCUSION 269

Tabla 48. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos obtenidos en el
proceso de seleccion de variables. Tiempo de maduracion

Intensidad Sabor Tamano Sabor

. . Color Cremosidad . Granulosidad
olor acido 0jos picante
Lambda de Wilks 0,01 0,01 0,02 0,25 0,01 0,21 0,03
Valor F 217,3 103,1 93,7 4,6 109,3 5,7 51,8
Sabor Sabor Olor . Olor  Distribucion
N¢ojos

amargo  salado  acido vino ojos
Lambda de Wilks 0,02 035 003 004 005 0,12
Valor F 81,4 2,9 41,5 36,7 30,0 11,0

En la Tabla 49 se observan las distancias establecidas entre los diferentes
periodos de maduracion. Las diferencias menos marcadas se detectaron entre los
quesos madurados durante 30 y 45 dias, que presentaron una distancia de los
cuadrados de Mahalanobis de 2270,77. Por otra parte y como era esperado, la

maxima distancia se establece entre los quesos madurados entre 30 y 60 dias.

Tabla 49. Distancias entre grupos. Distancias de los
cuadrados de Mahalanobis

30 45 60
30 0,0 2270,77 11.983,44
45 2270,77 0,0 3859,63
60 11.983,44 3859,63 0,0

A partir de las variables se obtuvieron las funciones de clasificaciéon y con
ellas, la matriz de clasificaciéon (Tabla 50) en la cual aparecen correctamente

clasificados el 100% de los quesos.

Mediante las dos primeras funciones candnicas (FC) se representan en un

diagrama de dispersion (Figura 82) los quesos con 30, 45 y 60 dias de maduracion.
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Tabla 50. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Quesos
correctamente clasificados mediante las funciones de clasificacion

Correcto
N 30 45 60
(%)
30 100 6 0 0
45 100 0 6 0
60 100 0 0 6
Total 100 6 6 6
correcto
Root 1 vs. Root 2
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Figura 82. Diagrama de dispersion. Representacion de los quesos en funcion del tiempo
de maduracién mediante las funciones canoénicas FC1 y FC2

e Aplicacién con relacién al factor tipo de coagulante

Como se puede observar en la Tabla 51, fueron cremosidad, granulosidad y
dureza las variables que presentaron mayor capacidad discriminante en los

quesos elaborados con los diferentes coagulantes.

Las diferencias de cuadrados de Mahalanobis establecidas entre los quesos
elaborados con CV y CA fué de 63.50.
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Tabla 51. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos obtenidos en el proceso de
selecciéon de variables. Tiempo de maduracion

Intensidad Sabor Tan?aﬁo Dureza Cremosidad N®ojos Granulosidad
olor amargo 0jos
Lambda de Wilks 0,60 0,55 059 0,36 0,19 0,44 0,29
Valor F 6,76 8,31 7,04 17,92 42,47 12,94 24,35

La funciéon de clasificacion clasifico correctamente el 100% de los quesos

(Tabla 52).

Tabla 52. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacion. Numero
de quesos correctamente clasificados mediante las funciones de

clasificacion
Correcto (%) CA CcvV
CA 100 9 0
Ccv 100 0 9
Total correcto 100 9 9
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4.2. EFECTO DEL TAMANO DEL QUESO SOBRE SUS CARACTERISTICAS

COMPOSICIONALES

En este apartado nos centraremos so6lo en discutir el efecto que tiene el
tamafio del queso de Murcia al Vino sobre las caracteristicas del mismo. No nos
detendremos en estudiar el efecto del tiempo de maduracion puesto que, en lineas

generales, coincide con lo expuesto en el apartado 4.1.

4.2.1. Composicion
4.2.1.1. Composicion general

En la Tabla 53 se presentan los valores medios y las desviaciones estandar
de las caracteristicas composicionales de los quesos grandes (CAG) y pequeios
(CAP), alos 2, 30, 45y 60 dias de maduracion. De la misma manera, se muestran
los resultados de la comparacion multiple de medias individualizadas realizadas
mediante el test LSD.

Los valores de pH determinados en los quesos CAG disminuyeron
significativamente (p<0,001) a lo largo de toda su maduracion, al igual que lo
hicieron los quesos CAP, no estableciéndose diferencias significativas (p>0,05) en
funcion de su tamafio. Asi, los cambios que se producen en la elaboracion de los
quesos (en el prensado, salado y, principalmente, en la distinta drea superficial de

las piezas grandes y pequenas), no modifican los valores de pH.

Los contenidos en grasa, proteina, cenizas, y acidez titulable (AT) no se
modificaron significativamente (p>0,05) por el tamano de los quesos, dado que
son componentes que van a quedar retenidos en la cuajada, antes del desuerado.
Al producirse las diferencias del proceso de elaboracion, en una etapa posterior a

la formacion de la cuajada, no van a afectar a dichos contenidos.

Por el contrario, tanto el contenido en sdlidos totales (ST) como la cantidad

de NaCl, se vieron afectados por el tamafio de manera significativa (p<0,05).
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Tabla 53. Caracteristicas composicionales del queso de Murcia al Vino (valores medios y
desviaciones estandar) de tamafio grande (CAG) y pequefio (CAP) a lo largo de la
maduracién

Dias de maduracion

Tamatio 2 30 45 60

queso

CAG
pH 5,440,15 5,10, 15 5,020, 1< 5,240,154
AT? 1,040,25 1,620, 2b¢ 1,740,1¢ 1,940,1<
ST! 51,1+1,3¢ 56,641,260  580+0,0b 59,6:1,0¢
Grasa? 61,1+1,8° 61,7+0,8° 59,9+1,94 60,2419
Proteina? 34,140,42 32,440,6° 32,5+1,00 33,041,12
Cenizas? 6,10,7° 6,3+0,2° 6,120,3° 6,120,3°
NaCl 2 1,6£0,12 3,3:0,2¢ 2 740,3b¢ 3,240,3¢

CAP
pH 536+0,17¢  507+0,13% 502+ 0,060  5,16£0,05
AT? 14750390  1,87+0,51c  1,97+0,344  2,1140,20
ST! 53342710 6026:187¢  63,17+2,41d 63 84+ 2 87
Grasa? 60,71:2,400  59,88:2,08°  56,79+242% 60,320,440
Proteina? 3443+1,99  3434+145  34,68:097°  33,81+1,96°
Cenizas® 5310,80° 593036  565:0,15  6,24+0,66°
NaCl 2 188:0,38  2,24:0,18°  233:024b  2,48+0,28"

! Expresados como gramos por 100 g queso

2 Expresados como gramos por 100 g de sélidos totales

¢ Resultados del Test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro en la misma fila sin
superindices comunes son estadisticamente diferentes (p <0,05).

CAG: quesos grandes elaborados con cuajo animal; CAP: quesos pequerios elaborados con cuajo animal.

Desde los 2 dias de maduracion el contenido de ST de los quesos pequefios
fue superior al de los grandes (Figura 83). Las diferencias de los ST entre los dos
tipos de quesos fueron haciéndose mayores hasta ser significativas (p<0,05) a los
30 dias; presentando, a los 60 dias de maduracién, valores de 63,84 y de 59,6g
ST/100g queso en quesos CAP y CAG, respectivamente.

El mayor incremento de los ST se produce durante los primeros 30 dias de
maduracion, experimentando un aumento del 64,71 y del 65,91%, coincidiendo

con las mayores pérdidas de peso que experimentan los quesos (que es del 11,25y
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del 14,83% en quesos CAG y CAP, respectivamente). Este hecho permite
establecer una correlacion negativa (p<0,05), entre el peso de los quesos y la

cantidad de ST que presentan los mismos.
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Figura 83. Evolucién del ST lo largo de la maduracién de los quesos con tamano grande
(CAG) y pequenio (CAP)

Puesto que las condiciones de maduracion, humedad y temperatura, fueron
idénticas para todos los quesos (tal y como se ha visto en el capitulo de Material y
Meétodos), las mayores pérdidas de humedad de los quesos CAP se producen al
tener estos unas dimensiones mads pequefas. Las diferencias en ST estan
provocadas, sin duda, por los diferentes moldes utilizados (microperforados en
CAG y cilindricos-lisos en CAP) y las distintas condiciones de prensado aplicadas
en la DDOO para cada queso. Por otra parte, estas dimensiones determinan una
mayor relacion superficie/volumen que va a facilitar la pérdida de agua, por lo

que sus ST seran superiores a los de los quesos CAG.
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Tal y como se observa en la Figura 84, el tamafo de los quesos afecto
significativamente (p<0,05) al contenido en NaCl de los mismos. Este fue
significativamente mayor (p<0,05) en los quesos CAG, desde el dia 30 de la
maduracion; alcanzaron a los 60 dias valores de 3,2 y de 2,48 g NaCl/100 g ST, en
quesos CAG y CAP, respectivamente.
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== CAFP
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25 4

1.5
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00 T T T 1
2 30 45 60
Dias de maduracion

Figura 84. Evolucion del NaCl en los quesos grandes (CAG) y pequeiios (CAP a lo largo
de la maduracion

Los contenidos de sal y agua de los quesos, después de su salado en
salmuera, dependen fundamentalmente del contenido en agua inicial, del
contenido graso, de la relacion entre superficie y masa, de la concentracion de
salmuera y de la duracion del salado (Walstra et al., 2001). En los quesos CAP, la
sal penetra con mayor rapidez que en los CAG, observandose a los dos dias de
maduracion valores mas altos, debido a que en los quesos con mayor formato la
sal necesita mas tiempo para difundirse. Asi, los menores contenidos en NaCl de

los quesos CAP podrian deberse a la limitacion de la absorcion de sal que se
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produce en las superficies curvas, es decir, cerca de los bordes. Cuanta mas
pequena es la pieza del queso, mas superficie curva presenta y por tanto, mas

acusado seria este efecto.

Ademas, la cantidad de agua del queso también influye en la difusion de la
sal, estando durante el salado los transportes de sal y agua cuantitativamente
relacionados, de manera que cuanta mayor cantidad de agua tiene el queso,
mayor cantidad de sal penetra. De hecho, los valores de humedad se
correlacionan positivamente con los valores de NaCl, desde los 30 dias hasta el

final de la maduracion.

Por otra parte, parece que los tiempos de salado empleados por la DDOO en
la elaboraciéon de los quesos con tamafios diferentes no son equivalentes (los
quesos CAG se sumergen en salmuera durante 20h mientras que los CAP
permanecen 8h), y provocan contenidos de NaCl superiores en los quesos

grandes.

Tan solo tenemos referencias del efecto del tamafio del queso sobre los
parametros composicionales en el queso Canestrato Pugliese. En este tipo de
queso no se detectaron diferencias significativas (p<0,05) en el pH, grasa, proteina

y ST de quesos elaborados con dos pesos diferentes (3 y 7 Kg) (Faccia et al., 2003).
4.2.1.2. Valor calérico

En la Tabla 54 se presentan las medias y las desviaciones estandar del valor
caldrico (Kilocalorias/100 g de queso), obtenidas para quesos elaborados con
diferente tamafo durante la maduracion. Los valores de energia expresados como
Kcal de ETD y EM se han calculado a partir de la composicion quimica de los
quesos, mientras que las de ET se han determinado con la bomba calorimétrica.
De igual forma, se muestran los resultados de la comparacién multiple de medias

individualizadas realizadas mediante el test LSD.
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Tabla 54. Kilocalorias de Energia total (ET), Energia metabolizable (EM) y de
energia total determinada con la bomba calorimétrica (ETB)/100g queso de los
quesos de tamafo grande y pequeno

Dias de maduracion

2 30 45 60
CAP
ET 407 £192 458 + 182 470 + 142 485 £ 260
ETD 392 £ 232 444 + 252 458 + 31° 470 £ 31°
EM 368 + 120 412 +18° 415+ 10¢ 438 + 21¢
CAG
ET 413 + 52 463 + 6P 453 +0,1° 454 + 2bc
ETD 387 + 1ab 427 + 3P 425 + 6¢ 419 + 0,2«
EM 373 + 5P 418 + 5b 404 + 7¢ 405 + 5¢

< Resultados del Test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro en la misma fila
sin superindices comunes son estadisticamente diferentes (p< 0,05)
CAG: quesos grandes elaborados con cuajo animal; CAP: quesos pequefios elaborados con cuajo animal.

La Figura 85 representa la evolucion del valor calorico a los 2, 30, 45 y 60

dias de su maduracion, de los quesos elaborados con cuajo animal y de tamafio
grande (CAQG).

El tamafio de los quesos influyé de manera significativa (p<0,05) en el
contenido calorico de los mismos. Asi, la ET se modificé significativamente
(p<0,05) en funcién del tamafio del queso. En los quesos de tamafio grande, tan
sOlo se detecta un incremento significativo (p<0,05) de los valores de ET durante
el primer mes de maduracién (una media de 45 Kcal/100g queso), para luego
mantenerse constante, alcanzando a los 60 dias valores de 454 Kcal de ET/100 g
queso. El aumento experimentado es diferente al que se observa en los quesos
pequenos, donde se produce de forma paulatina a lo largo de toda la maduracion,
alcanzdndose valores de 484 Kcal de ET/100g queso a los 60 dias. Este hecho
probablemente es debido a que los ST de los quesos grandes no evolucionan

apenas a partir de los 30 dias, sobre todo en lo referente a los valores de grasa.
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Figura 85. Evolucién del contenido caldrico (en kilocalorias/100g queso) a lo largo de la
maduracién de los quesos de tamafio grande (CAG)
ET: energia total, ETD: energia total digerible, EM: energia metabolizable

De la misma forma, el tamafio de los quesos también influyd de forma
significativa (p<0,05) sobre la ETD y EM del queso de Murcia al vino,
obteniéndose a los 60 dias valores de 419 y 470 Kcal y de 405 y 438Kcal, para
quesos CAG y CAP, respectivamente. En cualquier caso, los valores observados

son inferiores a los detectados parala ET.

Se evidencia que a los 30 dias de maduracion (fecha en la que habitualmente
se realiza la comercializacion de los quesos CAP), estos presentan un valor

caldrico semejante que los de tamafio grande con 45 dias.
4.2.1.3. Analisis multivariante

4.2.1.3.a) Analisis de componentes principales

Se ha realizado un analisis de componentes principales (Tabla 55) con todos
los pardmetros composicionales analizados. Se han extraido dos componentes
que explican el 84,05% del total de la varianza observada. El componente
principal 1 (CP1), que explica un 48,32% del total de la varianza se correlaciona

positivamente con ST, cenizas, acido lactico y sal, variables que se han
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incrementado durante la maduracion. pH, ST y acido lactico son las variables que

presentan una correlacién mas alta con el CP1.

El CP2 explica un 35,7 % del total de la varianza, presentando una
correlacién mas alta con las variables que no se modifican durante la maduracion
(proteinas, grasa y cenizas), seguidas de las variables con valores mas elevados en

quesos pequetios (sal y ST).

Tabla 55. Andlisis de componentes principales de datos
de muestras de queso de Murcia al Vino elaborados con
CA y con dos tamafios, pequefio y grande, a lo largo de la

maduracion
Componente principal
1 2

pH -0,888 0,048
ST 0,843 -0,452
Grasa -0,378 0,838
proteinas -0,453 -0,843
Cenizas 0,459 0,686
Acido lactico 0,849 -0,404
NaCl 0,776 0,498

En la Figura 86, se representa en el plano las puntuaciones de los dos
primeros componentes detectados para los distintos quesos estudiados. Segun lo
expuesto podemos afirmar que, el primer componente se corresponde con el
tiempo de maduracion y, las principales diferencias se establecen entre los quesos

con 2 dias de maduracion y el resto.

Como se puede apreciar, el segundo componente diferencia a los quesos de

distinto tamafio, fundamentalmente a partir de los 30 dias de maduracion.
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Figura 86. Andlisis de componentes principales. Representacion en el plano de las
puntuaciones obtenidas por regresion para los distintos tipos de queso

4.2.1.3.b) Analisis Discriminante (AD)

Se ha aplicado un AD de exclusiéon por pasos como en los apartados
anteriores. Las variables que mas han contribuido a la discriminacion de los

quesos con distinto tamano han sido la sal, la AT y el ST.

Con la funcién de clasificacion obtenida tan sélo se han clasificado
correctamente el 78% de los quesos, siendo los quesos grandes los peor

clasificados con un 68,75%.
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4.2.2. Proteolisis

4.2.2.1. Proteolisis primaria, cambios en la fraccién insoluble a pH 4,6, PAGE de

caseina

En la Figura 87 se muestra el electroforetograma en Urea-PAGE de las
fracciones insolubles a pH 4,6 del queso de Murcia al Vino de tamafio grande y
pequeno a lo largo de la maduracion.

CAP CAG
e e

—
2 a0 45 60 2 30 45 &0

B-CN
B-CN {f‘.-mz] —9

a,-CN

pre-as-CN
Productos degradacién

Figura 87. Electroforesis en gel de Urea-poliacrilamida (urea-PAGE) del extracto insoluble
en agua de quesos de Murcia al Vino con diferentes tamanos

CAG: quesos grandes elaborados con cuajo animal; CAP: quesos pequefios elaborados con

cuajo animal.

Asi mismo, en la Tabla 56 se muestra la evolucién, durante la maduracidn,
de las caseinas y de sus productos de degradacion, expresados como porcentaje

de densidad total dptica, del queso de Murcia al Vino con diferentes tamafios
(CAGy CAP).



282 ADELA ABELLAN GUILLEN

Tabla 56. Cambios a lo largo de la maduracion de las fracciones de caseina de quesos de
Murcia al Vino elaborados con distinto tamafio. Valores expresados como porcentaje de
densidad 6ptica total

Dias de maduracion

Tamano queso 2 30 45 60
CAP
v2CN 3,400,332 4,09+0,742 3,52+0,792 3,560,912
y-CN 2,19+0,332 2,51+0,302 2,41+0,732 2,67+1,082
v3-CN 0,72+0,652 1,080,742 0,87+0,822 1,380,642
B-CN 36,70+0,982 30,2045,014b 28,99+5,622b 25,01+2,65b
B-CN (fi192) 10,18+1,732 13,37+2,852 11,513,012 14,306,282
a-CN 38,310,512 28,74+0,94° 24,72+1,63¢ 23,55+3,59<
Pre-a-CN 10,40+0,732 21,88+1,33b 25,77+5,42b¢ 28,07+6,51<d
CAG
y2CN 3,030,632 3,311,112 2,86+1,062 3,40+1,892
y-CN 2,070,572 2,32+0,632 2,31+0,582 3,05+1,472
v3-CN 0,650,472 1,21+0,732 1,830,772 1,960,812
B-CN 33,87+3,96% 25,31+6,58P 23,47+3,81¢ 22,89+1,71¢
B-CN (fi192) 11,48+4,67> 12,34+4,862 13,144,602 11,93+2,982
a-CN 35,36+1,722 23,64+3,57< 21,56+0,79< 20,61+0,82¢
Pre-a-CN 12,66+1,272 26,51+4,57¢ 32,00+3,29¢ 33,35+0,424

Resultados del test de Fisher (LSD); medias del mismo parametro sin letra comtn (a-e) difieren
significativamente (p<0,05)
CAG: quesos grandes elaborados con cuajo animal; CAP: quesos pequeiios elaborados con cuajo animal.

Tal y como se puede observar, el tamafio del queso de Murcia al Vino afecto6
significativamente a las concentraciones de 3-CN (p<0,05), de a-CN (p<0,01), y de
sus productos de degradacion, pre-as-CN (p<0,01). Sin embargo, las y-CN no se

modificaron significativamente (p>0,05) por el tamafio del queso.

Tras 30 dias de maduracion, los quesos grandes presentaron valores de a 'y
B-CN significativamente mds bajos (p<0,05) que los pequenos, mientras que la
concentracion de pre-as-CN fue mayor (p<0,05). En este sentido, Santoro y Faccia
(1998), en el queso Canestrato Pugliese, también observaron valores de a-CN

ligeramente mas bajos en quesos de 7 Kg de peso que en quesos de 3 Kg a los 40
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dias de maduracion. No obstante, a partir de los 120 dias de maduracién ocurria

todo lo contrario.

Krause et al. (1999) afirman que los quesos con baja humedad presentan una
menor proteolisis, debido a que, cuando la cantidad de agua es limitada, esta se
usa prioritariamente para la hidratacion de las proteinas. Por esta razén, cuando
no hay suficiente agua disponible para la hidrdlisis de las proteinas, ésta se
retarda. Pierre et al. (1999), a su vez, detectaron que el porcentaje de agua no
disuelta a lo largo de la maduracion se incrementaba, y causa un descenso en los
valores proteoliticos en los quesos. Por tanto, en quesos CAP, con menores
contenidos de agua, la quimosina probablemente muestra una menor actividad

proteolitica sobre las a y -CN, que en los quesos CAG.
4.2.2.2. Proteolisis secundaria. Cambios en los componentes del nitrogeno

En la Tabla 57 se muestran las medias y desviaciones standard de las
fracciones nitrogenadas y los componentes nitrogenados calculados después de 2,
30, 45 y 60 dias de maduracién de quesos de tamafo grande (CAG) y pequeno
(CAP). También se muestran los resultados obtenidos en la comparacion multiple

de medias realizada mediante la prueba LSD.

El tamafio de los quesos afectd significativamente al contenido de NS
(p<0,01), NC (p<0,05) y Npp (p<0,001).

Los quesos grandes presenta valores de NS superiores a los pequefos
durante toda la maduracion, aunque no se detectaron diferencias significativas
(p<0,05) hasta los 45 dias. Santoro y Faccia (1998), en queso Canestrato Pugliese, a
los 40 dias de maduracién, también detectaron valores de NS superiores en
quesos de mayor tamafio (7 Kg frente a 3 Kg), aunque después de 120 dias
observaron todo lo contrario. No obstante, Faccia et al. (2003) detectaron, en la
misma variedad de queso, valores de NS significativamente mayores (p>0,05) en

quesos de menor tamano.

El Npp también fue mayor en quesos de mayor tamafio durante todo el
proceso de maduracion, observandose diferencias significativas (p<0,05) ya a los
30 dias, lo que hace pensar que la quimosina ofrece una actividad proteolitica mas

baja en quesos de menor tamano.
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Tabla 57. Efecto del tamario del queso sobre las fracciones nitrogenadas y los componentes
nitrogenados calculados del queso de Murcia al Vino a lo largo de la maduracion (valores
medios y desviaciones estandar)

Tamafio Dias de maduracion.
queso 2 30 45 60
CAG
NS! 13,3+3,02 18,1+0,2 be 23,0+2,34 27,3+2,4¢
NNP! 4,8+1,1 6,3+0,6 10,4+0,9 de 10,7+0,9 de
NAA! 0,1+0,02 0,5+0,1 b 0,5+0,0 b 0,8+0,1¢
N-NHs! 0,5+0,32 0,7+0,42 0,5+0,22 0,8+0,12
NProteinas ! 95,2+1,1 93,7+0,6 d 89,6+0,9 2 89,3+0,92
NCaseinas ! 86,7+3,0 < 81,9+0,2 bc 77,0£2,3b 72,742,442
NPolipeptidos ! 8,5+3,6 11,8+0,7 be 12,6+2,8¢ 16,7+2,64
NPeptidos! 4,1+1,12 5,1+0,7 bed 9,4+1,1¢ 8,9+1,1de
CAP
NS! 10,6+1,12 16,5+2,9° 17,7+2,7b¢ 19,04+2,6¢d
NNP! 3,5+0,82 5,1+0,82 8,541, 7cde 9,6+1,8 de
NAA! 0,1+0,02 0,3+0,13b 0,40, 1bc 0,7+0,24
N-NHs! 0,30,12 0,4+0,02 0,5+0,12 0,5+0,12
NProteinas ! 96,5+0,9 95,0+0,8 < 91,6+1,7b 90,4+1,8%
NCaseinas ! 89,5+1,14 88,2+1,24 82,4+2,7¢ 81,0+3,5b¢
NPolipeptidos ! 7,0+1,62 6,8+1,82 9,242 9Op 9,442 6P
NPeptidos! 3,08+0,7° 4,31+0,74b¢ 7,50+1,6¢de 8,40+1,6de

!Expresados como gramos por 100 g de Nitrégeno Total.

ae Resultados del test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro en la misma linea sin una letra
comun difieren significativamente (p < 0,05).

CAG: quesos grandes elaborados con cuajo animal; CAP: quesos pequerios elaborados con cuajo animal.

Sin embargo, el tamafio de los quesos no afecto significativamente (p>0,05)
al NNP, NAA, N-NHs, NP y Np, lo que sugiere que la actividad proteolitica

microbiana no se modifica por el tamano del queso.
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4.2.2.2.a) Analisis multivariante

Anadlisis de componentes principales

En la Tabla 58 se muestran los resultados obtenidos para el andlisis de
componentes principales de las fracciones nitrogenadas. El CP1 (que explica el
84,15% del total de la varianza), se relaciona de manera negativa con la a-CN y la
B-CN, y positivamente con el resto de las variables. pre-a-CN, p-CN y NS son las

variables que presentan una correlaciéon mas alta con el CP1.

El CP2, explica el 6,96% del total de la varianza, presentando unas

correlaciones muy bajas con las variables estudiadas.

Tabla 58. Analisis de componentes principales de datos
de las fracciones nitrogenadas de muestras de queso de
Murcia al Vino elaborados con CA y con dos tamaros,
pequeno y grande

Componente principal

1 2
NAA 0,946 0,095
NS 0,968 -0,11
NNP 0,917 0,080
N-NH;s 0,777 -0,543
v-CN 0,794 0,463
B-CN -0,972 0,163
a-CN -0,963 -0,03
Pre-a-CN 0,977 0,064

En la Figura 88 se representan los quesos en un plano definido por los dos
componentes principales extraidos. Se observa que el CP1 agrupa a los quesos en
funcion del tiempo de maduracion, observandose en el hemisferio negativo, los
quesos con 2 dias y en el positivo, los de mayor tiempo de maduracién. Los

quesos CAG y CAP aparecen en dos grupos, mas o menos definidos por el CP2.
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Figura 88. Representacion en un plano definido por los dos componentes principales de
las fracciones nitrogenadas de los quesos de Murcia al Vino con dos tamafios

4.2.2.3. Cambios en los péptidos hidrdfobos e hidrofilos

La Tabla 59 muestra las medias y desviaciones estandar de los péptidos
hidroéfilos (HI) e hidréfobos (HO) durante la maduracion para las muestras de
queso de Murcia al Vino de dos tamafos diferentes, CAG y CAP. También se

incluyen los resultados del andlisis multiple de medias realizado con el test LSD.

En la Figura 89 se representan los cromatogramas obtenidos para los quesos
CAG alos 2, 30, 45 y 60 dias de la maduracion.

El tamafio del queso no afecté de manera significativa (p>0,05) al contenido
de péptidos totales, HO e HI, ni a la relacion HO/HI.

Al igual que ocurria con los quesos CAP, la cantidad de los péptidos, tanto
HI como HO, aumentaron significativamente (p<0,001) durante la maduracion,

siendo también mas acusado este incremento en los HO (alrededor del 57%).
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Tabla 59. Evolucion de los péptidos hidréfobos (HO) e hidroéfilos (HI)(valores medios y
desviaciones estandar) durante la maduracién de quesos de Murcia al Vino de tamafio
grande (CAG) y pequeno (CAP)

Dias de maduracion.

Tamafio queso

2 30 45 60
CAG
HO! 66,5+2,92 137,7 £13,6> 182,5+36,0> 191,0 +30,4¢
HI' 17,3+ 1,52 53,2 £11,5%¢ 58,6 16,7 ¢ 64,6 £25,4¢
HO/HI' 3,9+04- 2,7+0,92 3,3+1,32 32+1,1=
TOTAL 83,8 190,9 2411 255,6
% HO 79,4 72,1 75,7 74,7
% HI 20,6 27,9 24,3 25,3
CAP
HO! 69,7+3,62 154,7+17,8% 171,1+35,2° 192,5+44,5°
HI' 27,2£11,42 44,8+18,4° 59,0+14,8¢ 64,9+14,1¢
HO/HI' 2,6+1,02 3,5+2,5% 2,9+1,62 3,0+1,22
TOTAL 97 199,4 230,1 257,4
% HO 72,6 77,6 73,9 74,2
% HI 27,4 22,4 26,1 25,8

! Resultado expresados como unidades de drea de cromatograma por gramo de queso seco.

a< Resultados del test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro en la misma linea sin letra
comun difieren significativamente (p < 0,05).

CAG: queso grande elaborado con cuajo animal; CAP: queso pequefio elaborado con cuajo animal.

A pesar de no detectarse diferencias significativas se observa una evolucién
diferente en los péptidos HI y HO, fundamentalmente durante los primeros 30
dias de maduracion. Esta produccion de péptidos HI, (que como ya se ha dicho
con anterioridad se corresponde con la degradacion de las a-CN), va a ser mayor,
por la mayor degradacion que experimentan las a-CN a los 30 dias (que es del
81,5% y de 64,8% para los quesos CAG y CAP, respectivamente); lo que evidencia
la mayor actividad proteolitica de la quimosina durante estos primeros dias de la

maduracion.
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Figura 89. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion NS de las muestras de quesos de
Murcia al Vino de tamafio grande (CAG) a los 2, 30, 45 y 60 dias de maduracion.
Deteccion a 214 nm

4.2.2.4 .Cambios en el contenido en aminodcidos libres

En la Figura 90.a) y 90.b) se muestran los cromatogramas tipicos de
aminodcidos de queso de Murcia al Vino con tamano grande (CAP) y pequefio
(CAG)
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En la Figura 91 y Tabla 60, se presenta la evolucion de los aminoacidos
totales (AAT) (en mg AAT/100g de ST) del queso de Murcia al Vino elaborado
con dos tamanos, grande (CAG) y pequeiio (CAP), durante su maduracion.

1200 - i
—@— CAP
1000 -
800 -

600

400

aa libres/100g ES

0 T I I |
2 30 45 60

Dias de maduracion

Figura 91. Evolucion de los aminodcidos totales (mg AAT/100g ST) durante la maduracion
de los quesos de Murcia al Vino con dos tamafios (CAG) y (CAP)

El tamafio de los quesos no influy6 significativamente (p>0,05) en el
contenido de AAT, en consonancia con los resultados obtenidos en el andlisis de

la fraccion de nitrégeno aminoacidico.

Al igual que en los quesos CAP, el tiempo de maduracion afectd
significativamente (p<0,05) al contenido de AAT de los quesos CAG, que aumento
significativamente, alcanzando los 774 mg de AAT/100g ES a los 60 dias.

En la Figura 92.a) y 92.b), y en la Tabla 60, se presentan los valores de los
aminodcidos libres (AAL) durante la maduracion para quesos CAG y CAP,
respectivamente. La concentracion de todos los AAL, a excepcidon de Glu y Trp, se
incrementd significativamente (p<0,05) durante la maduracion. De hecho, se ha
establecido una alta correlacion positiva entre el tiempo de maduracion y la

mayoria de los aminoacidos en los dos tipos de queso (Tabla 61).
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Figura 92.a) Evolucién de los aminodcidos libres individuales (mg AAL/100g ES) durante
la maduracion de los quesos de Murcia al Vino con tamafio grande (CAG)
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Figura 92.b). Evolucién de los aminodcidos libres individuales (mg AAL/100g ES) durante
la maduracién de los quesos de Murcia al Vino con tamafio pequefio (CAP)
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Los quesos CAG presentan, por regla general, correlaciones inferiores a las
presentadas por los quesos CAP, siendo en todos casos correlaciones
significativas, salvo para Glu, His, Tau y Tyr. La correlaciéon mas elevada entre

AAL de quesos CAG y tiempo de maduracion se observé en Gly, Asp y Asn.

Los AAL mas abundantes en los quesos grandes fueron Ile, Val, Ala, Gaba,
Phe y Lys, que representaron el 54,58% del total de los AAL a los 60 dias de

maduracidn, coincidiendo con los encontrados en los quesos CAP.

Tabla 61. Niveles de significacion ANOVA vy coeficientes de correlacion de
Pearson entre la concentracién de aminodcidos libres, el tiempo de
maduracion y el tamafo del queso

ANOVA Correlaciéon de Pearson

aminoacidos Tieme’ Tamano CAP CAG
maduracién queso

Asp ** ns 0,996** 0,970**
Asn % ns 0,990** 0,970**
Glu ns ns 0,753 0,712
His i * 0,804 0,165
Ser xR ns 0,962** 0,954*
GIn i ns 0,986** 0,949*
Arg ok * 0,997** 0,917*
Gly **x ns 0,998** 0,994**
Thr ok * 0,989** 0,939*
Tau o ns 0,976** 0,787
Ala ** ns 0,985** 0,958*
Tyr ** ns 0,993** 0,836
GABA i * 0,992** 0,902*
Trp ns ns 0,980** 0,956*
Met * * 0,987** 0,893*
Phe ** * 0,995** 0,926*
Val x* ns 0,991** 0,929*
Leu o ns 0,999** 0,961**
Ile ** * 0,989** 0,934*
Orn x* ns 0,948** 0,917*
Lys i ns 0,984** 0,951**
TOTAL ** ns 0,997** 0,970**

ANOVA: ***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05, ns: no significacion
Coeficiente de Pearson: ** correlacion significante 0,01 (unilateral), * correlacién
significativa 0,05 (unilateral).
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Al estudiar la influencia del tamafio de los quesos sobre el contenido en
aminodcidos se observa que se establecieron diferencias significativas (p<0,05)
para los AAL His, Arg, Gaba, Met, Phe e Ile. De esta manera, en los quesos
grandes se establecieron valores de Ile, Phe y Gaba significativamente superiores
(p<0,05), mientras que los valores de His, Arg y Met fueron significativamente

inferiores (p<0,05) con respecto a los quesos pequefios.

De manera cuantitativa, tal y como se ha visto anteriormente, el tamafio de
los quesos no influye en el contenido de péptidos ni AAT, dependientes
fundamentalmente de la actividad proteolitica bacteriana. No obstante,
cualitativamente los productos obtenidos (péptidos, polipéptidos) pueden haber
sido distintos en cada tipo de queso, lo que ha podido provocar algunas
diferencias en la formacion de AAL, apareciendo como se ha visto variaciones en

su concentracion.

Las diferencias observadas en el contenido de AAL podrian ser la causa de
ciertas diferencias significativas que aparecen en algunas caracteristicas

sensoriales de los quesos grandes como veremos posteriormente.

4.2.2.4.a) Analisis multivariante

Andlisis Discriminante

e Aplicacion con relacion al tiempo de maduracion

Para simplificar las funciones de clasificacion se seleccionaron aquellos AAL
que presentaron mayor valor F y, por tanto, mayor capacidad de diferenciar los
grupos. Se utilizéd el método de inclusiéon por pasos, fijdndose como nimero

maximo de pasos 100 y una F de entrada y de salida igual a 1.

De esta forma, al aplicar el AD y el método de inclusiéon por pasos en
funcion del tiempo de maduracion se seleccionaron 17 AAL (Tabla 62). Los AAL
que presentaron mayor capacidad discriminante fueron Gaba, Orn y Ser con
valores de F y de Lambda de Wilks de 25,39, 15,83 y 14,86 y de 0,05, 0,08 y 0,08,

respectivamente.
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Tabla 62. Factores de variedad y tipo. Parametros estadisticos obtenidos en el proceso
de seleccion de variables. Tiempo de maduracion

Gaba  Orn Trp Phe His Asp Thr Arg Tyr
Lambda
de Wilks 0,05 0,08 0,26 037 021 0,08 0,24 0,31 0,33

Valor F 2539 1583 3,83 2,25 4,87 14,82 434 3,00 2,65
Ser Lys Ala Asn Ile Met Tau Val
Lambda

. 0,08 0,12 0,13 0,09 0,27 0,25 0,38 0,14
de Wilks
Valor F 1486 10,22 9,22 13,83 3,52 3,96 2,19 7,91

Al observar las distancias establecidas entre los diferentes periodos de
maduracion, vemos que las menores diferencias se establecieron entre los quesos
con 45 y 60 dias, mientras que las mayores, tal y como era de esperar lo hicieron
entre los 2 y 60 dias (Tabla 63).

Tabla 63. Distancias entre grupos. Distancias de los cuadrados

de Mahalanobis
2 30 45 60
2 0,0 977,7 1913,8 3037,1
30 977,7 0,0 811,3 1951,8
45 1913,8 811,3 0,0 263,2
60 3037,1 1951,8 263,2 0,0

A partir de las funciones de clasificacién, se obtuvo la matriz de
clasificacion (Tabla 64) en la que aparecen todos los quesos correctamente
clasificados.

Tabla 64. Factor variedad y tipo. Matriz de clasificacién. Numero de quesos
correctamente clasificados mediante las funciones de clasificacion

Co(r;f)do 2 30 45 60

2 100 6 0 0 0
30 100 0 6 0 0
45 100 0 0 6 0
60 100 0 0 0 6
Total 100 6 6 6 6

correcto
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En la Figura 93 mediante las dos primeras funciones candnicas se representa

en un diagrama de dispersion los quesos con 2, 30, 45 y 60 dias de maduracion.
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Figura 93. Diagrama de dispersion. Representacion de los quesos en funcion del tiempo
de maduracién mediante las funciones canoénicas FC1 y FC2

e Aplicacion con relacién al tamarno del queso

En la Tabla 65 se muestran los valores de Lambda de Wilks y F de los AAL
determinados en relacion al tamano del queso. Los AAL con mayor capacidad
discriminante son Tyr y Glu con valores de 0,35 y 0,28 para la Lambda de Wilks y
de 27,84 y 38,41 para el valor F, respectivamente. Por el contrario, Met es el AAL
con menor capacidad de discriminacion, presentando los valores de F mas

proximos a la unidad (0,88).
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Tabla 65. Factores de variedad y tipo. Pardmetros estadisticos obtenidos en el
proceso de seleccidon de variables. Tamano del queso

Arg Asp Trp Tyr Glu Ser Met Thr

Lambda
De Wilks 0,62 0,42 0,79 0,35 0,28 0,76 0,88 0,78
Valor F 9,06 21,08 4,09 27,84 38,41 4,64 2,14 4,20

Con la matriz de clasificacion obtenida con las funciones de clasificacion se
observo que el contenido en AAL discriminé a los quesos de distinto tamafio de

manera satisfactoria, ya que la totalidad de ellos se clasificaron correctamente.

Analisis de componentes principales (ACP)

Se ha aplicado el ACP a los datos de AAL para establecer la relacion entre
las variables y detectar las principales causas de variabilidad. Se han extraido dos

componentes principales que explican 92,3 % del total de la varianza (Tabla 66)

El CP1 explica el 84,0% de la varianza total, y presenta unas correlaciones
positivas muy elevadas con la mayoria de AAL, observandose los valores mads
altos para GIn (0,991), Val y Leu (0,986) y los mas bajos para Glu (0,582) y His
(0,605). EI CP2 explica tan sdlo el 8,3% de la varianza total, estando poco
correlacionado con los AAL. Se correlaciona positivamente con la His, Tyr, Trp,
Met, Arg, Ser, Thr y Gly.

En la Figura 94 se representa a los quesos en el plano definido por el CP1y
CP2. Se observa que el CP1 separa a los quesos en funcién de su tiempo de
maduracion. De esta manera, los quesos con 45 y 60 dias de maduracién, con
mayores contenidos en AAL, se sitian en el hemisferio positivo y los quesos con
menor concentracion (2 y 15 dias) en el negativo, quedando los quesos con 30 dias
con valores intermedios en el centro. Por tanto, se puede afirmar que el CP1 esta

asociado al tiempo de maduracién, explicando el 84,0% de la varianza.
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Tabla 66. Analisis de componentes principales de datos del
contenido de los aminodcidos de queso de Murcia al Vino
elaborados con CA y con CV alo largo de la maduracién

Aa libres CP1 CP2
Asp 0,98 -0,09
Asn 0,95 -0,27
Glu 0,58 -0,52
His 0,61 0,71
Ser 0,98 0,17
Gln 0,99 -0,02
Arg 0,97 0,24
Gly 0,98 0,07
Thr 0,98 0,16
Tau 0,80 -0,10
Ala 0,97 -0,09
Tyr 0,85 0,51

GABA 0,93 -0,24
Trp 0,90 0,33
Met 0,95 0,29
Phe 0,94 -0,31
Val 0,99 -0,08
Leu 0,99 -0,14

Ile 0,98 -0,15
Orn 0,87 -0,31
Lys 0,95 -0,11

De igual forma, podemos observar que el CP2 nos diferencia claramente a
los quesos elaborados con tamarnios diferentes, representando a la mayoria de los
quesos CAP en la parte positiva y a los CAG en la negativa. Por tanto, podemos
afirmar que el CP2 esta asociado a la variable tamano del queso, y explica el 8,3%

de la varianza.

Aunque se establecen diferencias sélo en algunos AAL, han sido suficientes
para diferenciar entre quesos con diferente tamano mediante el andlisis
multivariante (AD y ACP).
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Figura 94. Representacion en un plano definido por los dos componentes principales de
los aa de los quesos de Murcia al Vino con dos tamatos

4.2.3. Microbiologia

En la Tabla 67 se presentan los recuentos de microorganismos (expresados
como log ufc/g) de quesos de Murcia al Vino elaborados con dos tamanos
diferentes (CAP y CAG). Asi mismo, se muestran los resultados de la
comparacion multiple de medias individualizadas, realizadas mediante el test
LSD.

Se observa, que en los medios de cultivo MSE, petrifilm para Coliformes y
petrifilm para Levaduras, o bien no se ha detectado crecimiento, o éste no ha
superado los limites inferiores de contaje; confirmando el efecto de la
pasteurizacion que ha sufrido la leche y de unas buenas practicas de higiene

durante la elaboracion del queso.
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Tabla 67. Recuento de bacterias ufc/g queso presentes en el queso de Murcia al Vino, con
dos tamarios (CAP) y (CAG), a lo largo de su maduracion. Valores medios y desviaciones

estandar
Dias de maduracion
2 30 45 60

CAP
PCA! 8,14+0,42a 8,79+0,52 2 8,10+0,43 2 8,19+0,53 2
My 8,26+0,68 abe 8,86+0,21¢ 8,85+0,65¢ 8,96+0,22 ¢
KFs 7,25+0,46 abe 7,53+0,62° 6,64+0,60 2 6,96+1,402
RA+ 8,03+0,33b 6,53+1,44= 8,46+0,82bc 9,49+0,86¢
MSE2 ND ND ND ND
Petrifilm Coliformes ND ND ND ND
Petrifilm Levaduras ND ND ND ND

CAG
PCA! 8,70+0,34 7,45+0,652 9,01+0,59a 7,56+0,17 2
My 8,13+1,24 abe 7,55+0,502 8,70+0,02bc 8,47+0,98 ab
KFs 7,74+0,36 abc 6,64+0,47 2 5,94+1,48 bc 7,00+0,99 ab
RA4 8,50+0,24¢b¢ 7,35+0,88 b 8,11+0,02° 9,36+1,57 be
MSE? ND ND ND ND
Petrifilm Coliformes ND ND ND ND
Petrifilm Levaduras ND ND ND ND

ac Resultados del Test de Fisher (LSD). Medias del mismo parametro en la misma fila sin
superindice comun difieren significativamente (p < 0,05).

1 PCA: medio utilizado para aislamiento de microorganismos aerdbios mesdfilos totales (RAMT)

2 MSE: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Leuconostoc

8 KF: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Streptococcus

4 RA: agar rogosa, medio utilizado para aislamiento presuntivo de Lactobacillus

5 Mu7: medio utilizado para aislamiento presuntivo de Lactococcus

ND: no detectado crecimiento o no superado el limite inferior de contaje

En las Figuras 95 y 96 se representan, respectivamente, la evolucién de los
recuentos en los medios de cultivo, M7, y RA, como medios presuntivos para
Lactococcus 'y Lactobacillus de los quesos CAP y CAG, a lo largo de toda la

maduracion.

El tamafio de los quesos afect6 de manera significativa (p<0,05) a los
recuentos de Lactococcus y Lactobacillus, no modificandose se forma significativa

los recuentos de RAMT, y Streptococcus.
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Al contrario de lo que se observa en los quesos con formato pequenio, en los
quesos CAG se observa un ligero descenso en los recuentos presuntivos de
Lactococcus, a los 30 dias de la maduracion. Esta evoluciéon podria estar
relacionada con la mayor concentracién de sal que presentan los mismos. De
hecho, Beresford et al. (2001) senalaron que al necesitar Lactococcus mayor
actividad de agua para su crecimiento, un descenso de ésta, explicaria las
disminucion de este grupo microbiano. El mayor contenido en NaCl observado
en los quesos CAG a los 30 dias (3,3% frente al 2,4% de los CAP), puede provocar
un descenso de la aw ejerciendo un efecto inhibidor sobre el cultivo iniciador, tal y
como sefialaron autores como Fernandez del Pozo et al. (1988) o Estepar et al.
(1999). En este sentido, otros autores justificaron también los descensos que
experimentaron estos dos grupos microbianos en los primeros momentos de la
maduracion, al efecto selectivo de la sal, a favor de la flora mas tolerante y a la
menor cantidad de agua de los quesos (Guizani et al., 2006; Buffa et al., 2001;
McSweeney et al., 1993; Tornadijo et al., 1995).

Se observa también que los recuentos presuntivos de Lactobacillus son

ligeramente superiores en los quesos CAP que en los CAG.
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Figura 95. Evolucién de los recuentos de Lactococcus a lo largo de la maduracion.
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Figura 96. Evolucion de los recuentos de Lactobacillus a lo largo de la maduracion
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4.2.4. Anélisis Sensorial

La Tabla 68 muestra las medias y desviaciones standard de los atributos

sensoriales determinados a los 30, 45 y 60 dias de maduracién para los quesos

grandes (CAG) y pequenos (CAP). También se muestran los resultados obtenidos

mediante el test LSD de la comparacién multiple de medias individualizadas.

Tabla 68. Puntuaciones medias y desviaciones estdndar obtenidas para los atributos
sensoriales de quesos con tamafio grande (CAG) y pequefio (CAP) durante la

maduracion
Dias de maduracién
30 45 60

Atributos CAG CAP CAG CAP CAG CAP
Intensidad olor  4,78+0,10= 4,64 +0,81a 4,69+0,372 5,05+0,552 4,86+0,572 5,57+0,35b
Olor acido 4,39+0,482 3,62+1,272 4,21+0,252 4,34+0,60a 4,88+0,532 4,17+1,802
Olor vino 3,76+0,602b 2,73+0,132 3,74+0,562> 2,86+0,96a 4,48+0,77> 3,09+1,163
Color 2,24+0,132 2,30+0,572 2,44+0,293 2 54+0,212> 2,75+0,673 3,08+0,71b
N¢ ojos 5,24+1,142 2,36+0,60> 4,94+0,08= 2,40+1,16> 5,45+0,452 2,20+0,71b

Tamario ojos
Distribucion ojos

Dureza
Granulosidad
Cremosidad

Intensidad sabor
Sabor vino
Sabor acido
Sabor salado
Sabor amargo

4,22+0,67¢ 2,77+0,262b¢ 4,03+0,67¢ 2,14+0,292>
2,47+0,38* 2,19+0,56* 2,84+0,492 2,33+1,202

2,97+0,922 3,57+0,532> 3,48+0,302> 4,38+0,98b¢
2,89+0,312 3,77+0,822» 3,17+0,65* 3,56x1,0720
5,45+0,24> 5,93+0,34> 5,28+ 0,24* 4,93+0,872

4,97+0,44> 5,40+0,04> 5,29+0,232> 5,89+0,08b¢
2,68+1,24> 2,27+0,15* 3,54+0,59° 3,30+0,30°
4,50+0,68> 4,31+0,022 4,94+0,54> 5,00+0,692
4,06+0,64> 3,95+0,42> 3,67+0,302 4,69+0,402
3,54+0,462 3,90+0,062> 4,21+0,33> 3,69+1,3520

3,21+0,04b< 1,70+0,462
2,54+0,662 1,80+0,582

4,50+0,01b 5,11+0,89c¢
3,340,512 4,45+1,25b
5,21+0,13= 5,19+1,18

5,44+0,142b< 6,01+0,86¢
4,54+0,36c 3,21+0,54P
5,350,342 4,49+0,312
4,66+0,522  4,95+0,802

4,52+0,26¢ 3,401,452

Valores medios de 12 panelistas.

2t Medias del mismo parametro sin una letra comun difieren significativamente (p<0,05)

En la Figura 97 se representa el perfil sensorial del queso de Murcia al Vino

de tamafio grande a los 30, 45 y 60 dias de maduracién De la misma manera, con

objeto de comparar de forma adecuada las caracteristicas sensoriales de quesos

con distinto tamano, en las Figuras 98, 99 y 100 se representan, los perfiles

sensoriales de los quesos CAP y CAG a los 30, 45 y 60 dias, respectivamente.
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Figura 97. Perfil sensorial del queso de Murcia al Vino de tamafo grande
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Figura 98. Perfiles sensoriales de los quesos CAP y CAG a los 30 dias de maduracién
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Figura 99. Perfiles sensoriales de los quesos CAP y CAG a los 45 dias de maduracién
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Figura 100. Perfiles sensoriales de los quesos CAP y CAG a los 60 dias de maduracién
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El tamafo de los quesos afect6 de manera significativa a la intensidad de
olor (p<0,01), al olor a vino (p<0,01), al numero y tamano de los ojos (p<0,001), a la
dureza (p<0,05), a la granulosidad (p<0,05), a la intensidad total de sabor
(p<0,001), al sabor a vino (p<0,05) y al sabor amargo de los quesos (p<0,05).

Asi, los quesos CAG presentaron puntuaciones mas elevadas a los CAP en
los atributos niimero y tamafio de los ojos sabor a vino y sabor amargo, mientras
que las puntuaciones de intensidad de olor, dureza, granulosidad e intensidad de
sabor fueron significativamente inferiores. El resto de los atributos estudiados no

presentaron diferencias significativas (p>0,05).

El hecho de que los quesos CAG presenten ojos de mayor tamafio y mas
numerosos que los quesos CAP puede deberse a que los primeros, por las
diferencias en el proceso de prensado, presenten una masa mas eldstica que
favorezca la formacion de ojos. De igual forma, la mayor concentracion de agua
de los quesos grandes, desde los primeros dias de maduracion, permite retener
mayor cantidad del didxido de carbono producido durante la fermentacion
bacteriana. También puede deberse a que durante la elaboracién de los quesos
grandes, se produce una mayor cantidad de diéxido de carbono y de una manera
mas rapida (Polychroniadou, 2001). Otros autores, como Christensen et al. (1999),
han observado una relacion directa entre el GABA y la cantidad de ojos en los
quesos. En nuestro estudio también hemos establecido una correlacion positiva

entre los valores de GABA y el parametro n° de ojos en el queso.

Las mayores puntuaciones del sabor amargo en los quesos CAG no se
producen por una mayor concentracion en los péptidos HO en los quesos CAG,
ya que, como se ha visto anteriormente, el tamafo de estos no afectd
significativamente (p>0,05) al contenido de estos péptidos. Algunos autores, como
Christensen et al. (1999) han relacionado concentraciones elevadas de Phe con la
aparicion de sensaciones amargas en los quesos. Por esta razon, los valores mas
elevados de sabor amargo en los quesos grandes, pueden deberse a que éstos

presentaron mayores concentraciones de este AAL que los quesos pequefios.

Las puntuaciones mads altas obtenidas para la intensidad de olor y sabor en
los quesos pequefios, pueden deberse a la mayor concentracion de sustancias
aromaticas y sapidas en estos quesos, como consecuencia de su menor contenido

en humedad. Por otra parte, y segin Puchades et al., 1989, la Met se relaciona con
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el desarrollo del aroma, por lo que el menor contenido de este AAL en los quesos
CAG, podria también justificar estos resultados. De cualquier manera, las
diferencias detectadas en las caracteristicas sensoriales entre CAG y CAP
probablemente no estén provocadas por la diferente concentracion de
polipéptidos observada, ya que parece que estos no contribuyen directamente en

el sabor ni en el olor de los quesos (Sousa et al., 2001).

Con respecto a la dureza y la granulosidad, hay autores que han observado
una relacion directa entre estos atributos y el extracto seco de los quesos (Pompei
et al., 1991). En nuestro caso, también detectamos una correlacién directa (p<0,05)
entre el contenido en ST, dureza y granulosidad, lo que explicaria las mayores
puntuaciones para estos atributos en los quesos CAP. Por otra parte, el menor
contenido en agua en los quesos, proporciona una concentracion mayor de

caseinas que influyen positivamente en la dureza.

Se observa que a los tiempos minimos requeridos para la comercializacion
del queso de Murcia al Vino con formato pequefio (30 dias) y formato grande (45
dias), las caracteristicas sensoriales fundamentales, como intensidad de olor,
intensidad de de sabor, dureza o granulosidad, fueron iguales o ligeramente
superiores en los quesos CAP. Asi, los quesos elaborados con formato pequefio
consiguen adquirir las caracteristicas sensoriales fundamentales en menos tiempo,

acortandose, por tanto, el tiempo de maduracién.

4.2.4.1. Analisis multivariante

4.2.4.1.a) Anadlisis de componentes principales

Los resultados obtenidos en el andlisis sensorial, que se han comentado
anteriormente, han sido confirmados mediante el andlisis de componentes
principales (ACP) (Tabla 69).
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Tabla 69. Andlisis de componentes principales de datos
a lo largo de la maduraciéon de los atributos sensoriales
de muestras de quesos de Murcia al Vino CAG y CAP

CP1 CP2
Intensidad olor 0,451 0,282
Olor acido 0,072 0,640
Olor vino -0,011 0,871
Color 0,680 0,423
N¢ ojos -0,512 0,752
Tamano ojos -0,807 0,435
Distribucién ojos -0,239 0,331
Dureza 0,921 0,149
Granulosidad 0,697 -0,183
Cremosidad -0,301 -0,096
Intensidad sabor 0,909 -0,103
Sabor vino 0,403 0,662
Sabor 4cido 0,346 0,673
Sabor salado 0,798 0,085
Sabor amargo -0,315 0,472

Se han extraido dos componentes principales que explican el 59% de la
varianza en las muestras. El primer componente, que explica el 36% del total de la
varianza, se relacion¢ positivamente con la intensidad de sabor total, la dureza, la
intensidad de olor total y otros atributos que aumentan durante la maduracion; y,
negativamente, con el tamafio, nimero y distribucion de los ojos, los cuales
decrecen a lo largo de la misma. La intensidad total de sabor, la dureza y el
tamanio de los ojos han sido los atributos con mayor efecto diferenciador (Tabla
69).

El segundo componente principal explica el 23% del total de la varianza,
presentando correlaciones positivas con la mayoria de las caracteristicas
estudiadas excepto para la cremosidad, granulosidad e intensidad de sabor, las
cuales presentan correlaciones negativas. El olor a vino, el nimero y tamafio de

los ojos y el sabor a vino fueron los atributos con mayor efecto diferenciador

En la Figura 101, se representan en un plano los quesos de distinto tamafo
en funcion de los dos componentes principales. Se han confeccionado dos grandes
grupos, uno aglutina a los quesos grandes y otro a los pequefios. La evolucion de

las caracteristicas sensoriales de los quesos CAG durante la maduraciéon permitié
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diferenciar entre los quesos con 30, 45 y 60 dias. Por el contrario, no diferencid
entre los quesos CAP con 45 y con 60 dias.

Tamano de queso
= CAP
CAG

2

Componente principal 2 (23%)

1—

-2—

Componente principal 1 (36 %)

Figura 101. Representacion grafica del analisis de componentes principales de las
muestras de quesos en funcion de los datos de las caracteristicas sensoriales
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA. Durante la maduraciéon del queso de Murcia al Vino se produce
un incremento significativo de los solidos totales y del NaCl, no modificandose
significativamente los contenidos de proteina, grasa, cenizas y acidos grasos
esterificados. Por su parte, los valores de pH, acidez titulable y contenidos de
macro y microminerales del queso se vieron afectados significativamente por el
tiempo de maduracién. De esta manera, se produce un incremento del Na, asi

como, un descenso significativo de los contenidos de Ca, P, Zn, Cu y Fe.

Las caracteristicas del queso de Murcia al Vino son similares a las
encontradas en otras variedades de queso de cabra con el mismo tiempo de
maduracidn, estableciéndose algunas diferencias en funcion de las distintas

tecnologias de elaboracion utilizadas.

SEGUNDA. Se observa una intensa actividad proteolitica en el queso de
Murcia al Vino durante la maduracién, sobre todo pasados los 30 dias. Los
aminodcidos libres con valores mas elevados fueron Ile, Val, Ala, Phe y Gaba;

mientras que se observaron bajas concentraciones en Glu, Met y Leu.

TERCERA. La evolucion de los principales recuentos microbianos
observados en el queso de Murcia al Vino ha sido similar a la detectada en otras
variedades de queso, correspondiéndose los recuentos mas elevados con las
bacterias del cultivo iniciador (Lactococcus Lactis y Streptococcus Thermdphilus) y

Lactobacillus.

La relaciéon de la poblacién microbiana con el perfil aminoacidico haria
interesante realizar alguna modificacion en el cultivo iniciador para mejorar las

caracteristicas organolépticas.

No se detectan diferencias significativas en los recuentos de quesos

elaborados con diferente coagulante, ni con tamanos distintos.
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CUARTA. El queso de Murcia al Vino se caracteriza por tener una
intensidad de olor media y suave olor a acido. Presenta una pasta blanca y
homogénea con pocos y pequefios ojos que se distribuyen irregularmente. Tiene

una textura suave, cremosidad media e intensidad de sabor media.

QUINTA. El tipo de coagulante no afectd significativamente a ninguno de
los parametros composicionales estudiados, excepto a los valores de pH, acidez
titulable y Ca, que presentaron mayores niveles en los quesos elaborados con

coagulante vegetal.

SEXTA. En quesos elaborados con CV se observo una mayor proteolisis de
las caseinas con valores mas elevados de sus productos de degradacion, debido a
que la actividad proteolitica de las cinarasas es mas intensa que la de la
quimosina de los quesos elaborados con CA. Por la misma razon, se observa en
los quesos elaborados con CV una mayor concentracion de NS, NNP, NAA, N-
NHs, péptidos (HI e HO) y aminoacidos totales. A pesar de que la produccién de
AAL depende fundamentalmente de la actividad bacteriana, en los quesos
elaborados con CV se observé mayor concentracion de His, Ser, Gln, Thr, Ala,
Met e Ile.

La mayor proteolisis observada en los quesos elaborados con CV permite

acortar el tiempo de maduracion.

SEPTIMA. El uso de coagulante vegetal para elaborar queso de cabra de
Murcia al Vino le confiere unas caracteristicas sensoriales diferentes al obtenido
con cuajo animal, permitiendo la diversificacion de esta variedad de queso. Asi,
los quesos elaborados con coagulante vegetal son mds blandos, mas cremosos,

ligeramente mas amargos y presentan mayor intensidad de sabor.

OCTAVA. Los solidos totales y el NaCl fueron los tnicos parametros

composicionales que se vieron modificados significativamente por el tamafio del
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queso de Murcia al Vino. De esta manera, los quesos de mayor tamafo

presentaron menor contenido en so6lidos totales y mayor concentracion de sal.

Para evitar estas diferencias se deberian unificar los procesos de elaboracion
de quesos con distinto tamano, fundamentalmente en las etapas de moldeado,

prensado y salado.

NOVENA. El tamafio de los quesos tan solo afect6 significativamente a la
proteolisis primaria observandose mayor degradacion de las caseinas, y por tanto,
contenidos mas elevados en NS. Esto sugiere que la actividad de la quimosina es
mayor en los quesos grandes, mientras que la actividad proteolitica microbiana

no se ve afectada por el tamario.

A pesar de que el contenido en AAT no se afecta por el tamafio de los
quesos, aparecen diferencias significativas en las concentraciones de algunos de
los AAL. Este es el caso de la Ile, Phe y Gaba, que presentaron valores superiores
en quesos grandes, o de la His, Arg y Met, cuyos valores fueron inferiores a los
detectados en los quesos pequetios. Las diferencias observadas en el contenido en
AAL pudiera ser la causa de las diferencias sensoriales encontradas entre quesos

con diferente tamano.

DECIMA. Los quesos con mayor tamano presentan mayores puntuaciones
en los atributos tamafio y numero de ojos, sabor a vino, y sabor amargo, y
menores en la intensidad de olor, dureza, granulosidad e intensidad de sabor. No

se presentan diferencias en el resto de atributos estudiados.

Por tanto, los quesos elaborados con formato pequeno consiguen adquirir
las caracteristicas sensoriales fundamentales en menos tiempo, pudiéndose

acortar su tiempo de maduracidn.
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