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Resumen

La determinacién de nitrogeno soluble a pH 4,6 (NNC), nitrogeno soluble en acido tricloroacético (12 %) (NTCA) y nitrégeno
soluble en acido fosfotingstico (5 %) (NPTA) se utiliza como indice de maduracién de quesos, ya que proporciona informacién
adecuada de la extension global de la proteélisis. La formacién de péptidos y aminoacidos durante la maduracion del queso con-
tribuye directamente al desarrollo del sabor y textura del queso, de alli la importancia de conocer si el uso de distintos cultivos
iniciadores genera diferencias en el desarrollo de la proteélisis. En este trabajo se estudiaron los cambios proteoliticos durante la
maduracion de quesos Danbo elaborados con cultivos iniciadores que difieren en la proporcion de sus microorganismos compo-
nentes: Lote A con: 60 % Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 40 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris) y Lote B con: 50 % Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 50 % (Lactococcus lactis subsp.
lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris). Se analizaron quesos con 0, 15, 30 y 45 dias de maduracién y se determiné contenido
de humedad, pH, contenido de nitrégeno en queso y contenido de nitrégeno de las distintas fracciones nitrogenadas. El lote elabo-
rado con un mayor porcentaje de cultivo mesoéfilo (Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris), lote B,
fue el que presenté mayor protedlisis primaria y mayor formacion de oligopéptidos y aminoacidos libres.

Palabras clave: Queso, Danbo, protedlisis, fracciones nitrogenadas.

Abstract

The determination of soluble nitrogen at pH 4.6 (NNC), nitrogen soluble in trichloroacetic acid (12 %) (NTCA) and nitrogen
soluble in phosphotungstic acid (5 %) (NPTA) is used as an index of cheese ripening because it provides tailored information to
the global extent of proteolysis. The formation of peptides and amino acids during cheese ripening contributes directly to the
development of cheese flavor and texture, hence the importance of knowing whether the use of different starter cultures generate
differences in the development of proteolysis. The aim of this paper is to study the proteolytics changes during ripening of Danbo
cheeses which were manufactured with starter cultures that differ in the ratio of their microorganisms components: batch A, 60
% Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 40 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris) and batch B, 50 % Streptococcus thermophilus subsp. thermophilus — 50 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris). Cheeses were analyzed at 0, 15, 30 and 45 days of ripening by determination of moisture content, pH, ni-
trogen content in cheese and nitrogen content of nitrogenous fractions. The batch made with a higher ratio of mesophilic cultures
(Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris), batch B, presented the highest primary proteolysis and
highest formation of oligopeptides and free amino acids.

Keywords: Cheese, Danbo, proteolysis, nitrogenous fractions.

iniciar la fermentacion. Su funcion principal es la produccion de
acido lactico y, en algunos casos, la produccion de compuestos
secundarios responsables del sabor y aroma del queso, como acido

Introduccion

El queso Danbo es un queso de mediana humedad, graso,
elaborado por coagulacion de la leche por medio de cuajo y/u otras
enzimas coagulantes apropiadas. Para su fabricacion pueden utilizarse
fermentos de bacterias lacticas especificas (Reglamento MERCOSUR,
1996).

En la fabricacion de la mayoria de las variedades de quesos se
afiaden a la leche, previo a la coagulacion, cepas de una o mas especies
de bacterias lacticas cuidadosamente seleccionadas, denominadas
cultivos iniciadores o starters, con el objetivo fundamental de

acético, acetaldehido y diacetilo. La produccion de acido tiene tres
funciones importantes: favorece la actividad del cuajo, ayuda al
desuerado de la cuajada, reduciendo asi el contenido en humedad
del queso, y ayuda a prevenir el crecimiento de bacterias indeseables
en el queso (Poveda, 2001). Las enzimas proteoliticas presentes en
los fermentos completan la accion del cuajo, liberando péptidos de
pequefio tamafio y aminoacidos libres (Desmazeaud y Gripon, 1977);
las peptidasas son las responsables de la degradacion de los péptidos
hidrofébicos amargos, influyendo positivamente en la calidad
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organoléptica del queso. Los compuestos asi formados son, ademas,
el origen de compuestos que intervienen directamente en el sabor de
los quesos o constituyen precursores de los compuestos aromaticos
(Law et al., 1993; Monnet et al., 1993). En particular los lactococos
estan dotados de un sistema proteolitico complejo y por ello son los
principales agentes proteoliticos en los quesos de pasta prensada tipo
Gouda o Saint-Paulin. Debido a esto los lactococos intervienen en la
degradacion de las caseinas, principalmente por sus proteasas de pared
y por sus diferentes peptidasas intracelulares o unidas a la envoltura
(Monnet et. al., 1993; Pritchard y Coolbear, 1993).

La maduracion es la etapa del proceso de elaboracion del queso
durante la cual la cuajada fresca se transforma en una masa homogénea
y se desarrollan las caracteristicas organolépticas tipicas del queso:
aspecto, textura, sabores, aroma. Esto se debe a una serie de cambios
bioquimicos, de reacciones glicoliticas, lipoliticas y proteoliticas,
estas ultimas como las principales causantes de los cambios de textura
durante la maduracioén del queso (Desmazeau y Gripon, 1977; Fox,
1999). La protedlisis en el queso se produce por la accion de las
enzimas presentes: las proteinasas de la leche, las enzimas coagulantes,
los cultivos iniciadores y otros microorganismos que se desarrollan
en el queso (Sanchez-Ponte, 2003). Dentro de la protedlisis se
distinguen la proteolisis primaria, que es la responsable de la textura
blanda caracteristica al principio de la obtencion de la cuajada, y
la proteodlisis secundaria, en la que se generan péptidos de pequeiio
tamafio y alta hidrofobicidad que detectados por los receptores del
sabor producen la sensacion de amargor. Estos péptidos sirven como
substratos precursores para las proteinasas y peptidasas bacterianas
que los transforman en péptidos mas pequefios y aminoacidos libres
(Ferrandini Banchero, 2006) como se mencioné anteriormente. Los
aminoacidos, provenientes de la degradacion de las proteinas durante
la maduracion del queso, pueden variar en cantidad e incluso en los
tipos de aminoacido debido al catabolismo de aminoacidos. Por estas
transformaciones pueden encontrarse aminoacidos ausentes en las
proteinas de la leche, como es el caso de la ornitina por degradacion
del acido glutamico (Hemme et al., 1982). En el esquema general del
catabolismo microbiano de los aminoacidos en la maduracion de los
quesos propuesto por Hemme et al. (1982) se encuentra que en una
primera etapa los aminodcidos podrian ser degradados por cuatro
grupos de enzimas: descarboxilasas, transaminasas, desaminasas
y liasas. Estos productos podrian continuar degradandose hasta la
formacion de compuestos volatiles tales como el amoniaco, cetonas,
aldehidos, acidos, o compuestos azufrados que forman parte del
aroma de la mayoria de los quesos (Dumont y Adda, 1978; Curtin y
McSweeney, 2004).

Para el estudio quimico de la maduracion de quesos son utilizados
como indices de maduracion la determinacion de fracciones de
nitrogeno soluble (NNC, NTCA y NPTA), que proporcionan
informacion de la extension global de la protedlisis. El NNC
corresponde a los compuestos de nitrogeno solubles a pH 4.6, y se
define como nitrégeno no caseinico, ya que las caseinas son insolubles
a ese pH, éstos son producidos fundamentalmente por el cuajo y
aumentan durante la maduracion. Dentro de los NNC también entran
las proteinas del suero y las peptonas proteosas, solubles a pH 4.6,
aunque su contribucion es relativamente menor. Por otro lado, las
v-caseinas son insolubles a pH 4.6. El acido tricloroacético (TCA) es
un precipitante de proteinas que ha sido ampliamente utilizado como
indice de maduracion en quesos. Yvon et al. (1989) hallaron que todos
los péptidos con menos de siete residuos de aminoacidos eran solubles
en TCA al 12 %. La renina es responsable de la produccion de parte
del nitrogeno soluble en TCA 12 %, pero las proteinasas y peptidasas
del cultivo iniciador también contribuyen considerablemente a la
formacion del nitrogeno soluble en TCA 12%. El 4cido fosfotiingstico
(PTA) es un precipitante de proteinas muy selectivo. El nitrogeno
solubleen PTA (1.0;2.5;5.0; 6.0y 6.5 %) ha sido ampliamente utilizado
como indice de aminoacidos libres en queso, s6lo aminoacidos libres
y péptidos menores son solubles en PTA 5 % (Sanchez-Ponte, 2003).

El objetivo de esta investigacion fue estudiar, por medio del
analisis de las diferentes fracciones nitrogenadas, los cambios
proteoliticos durante la maduracion de dos quesos Danbo elaborados

con diferentes cultivos iniciadores que difieren en la proporcion de sus
microorganismos componentes.

Materiales y Métodos

Para el estudio de la protedlisis segliin el cultivo iniciador se
utilizaron quesos Danbo, un lote elaborado con 60 % Streptococcus
thermophilus sub thermophilus - 40% (Lactococcus lactis subsp. lactis
+ Lactococcus lactis subsp. cremoris) como cultivo iniciador (lote
A) y el otro elaborado con 50 % Streptococcus thermophilus subsp.
thermophilus — 50 % (Lactococcus lactis subsp. lactis + Lactococcus
lactis subsp. cremoris) como cultivo iniciador (lote B). De cada lote se
analizaron muestras con 0, 15, 30 y 45 dias de maduracion.

Se elaboraron ambos lotes de queso Danbo mediante tecnologia
tradicional en la planta de Jucar Ltda. Para ello se utiliz6 una tina
de 120 litros, leche tipificada al 3 % de materia grasa, agregado del
fermento correspondiente a 35 °C y maduracion por 30 minutos,
cuajado con cuajo Genético a 35 °C, corte, desuerado en tina del 20 %
y agregado de un 15 % de agua caliente a 70 °C, coccién a 42 °C por
20 minutos. Pescado en tela y moldeado en moldes de 22x14x14 cm
para hormas de 4 kg aproximadamente, prensado. Salazon en salmuera
a 21° Baumé por 24 hs. Oreo, y maduracion en camara de maduracion
all°C.

Se tomaron 2 quesos de cada lote para el estudio. La toma de
muestra del queso se realiza por calado. El contenido de humedad
se determind por el método de secado convencional en estufa a
105°C en céapsulas con arena segiin la Norma FIL-IDF 4: 1958. La
determinacion de pH se realizé con un pH-metro ORION RESERCH
digital ionalyzer/501, segin Ferrandini Banchero (2006). Para evaluar
la proteodlisis de los quesos durante el periodo de maduracion, se
utilizaron como indices:

- el Nitrogeno soluble a pH 4.4 — 4.6, también llamado Nitrégeno
No Caseinico (NNC).

- el Nitrogeno soluble en acido tricloroacético al 12 %, también
llamado Nitrégeno No Proteico (NTCA).

- el Nitrogeno soluble en acido fosfotungstico 5 % (NPTA).

Los métodos utilizados para el fraccionamiento y la determinacion
de las fracciones nitrogenadas fueron los descriptos por Ardo y
Polychroniadou (1999) y Biitikofer, Riiegg y Ardo (1993). La
determinacion de Nitrogeno tanto en las muestras de queso como
en las distintas fracciones nitrogenadas se realizé por el método de
Kjeldahl utilizando la Norma FIL-IDF25:1964. Los resultados se
expresaron como % del Nitrogeno total para cada queso.

Todos los analisis se realizaron por duplicado.

El analisis estadistico de los datos se hizo mediante analisis de
varianza (ANOVA) y test de minima diferencia significativa (LSD)
con un a=0.5 para comparacion de las medias, utilizando el programa
estadistico Statgraphics Plus 7.0.

Resultados y Discusion

Se observd que los valores de pH entre ambos lotes fueron
significativamente diferentes para todos los tiempos de maduracion,
menos para los 30 dias (Figura 1). La mayor diferencia se encontrd a
los 45 dias. El pH del lote B fue mayor al del lote A para los tiempos
de maduracion 0, 15 y 45 dias. Dicha diferencia puede atribuirse a
la variacion en el cultivo iniciador que afecta al pH final el dia de
claboracion: el lote A se elabord con fermento con una diferencia
del 10 % adicional en la cantidad de cultivo Terméfilo, y los cultivos
termofilos poseen poder acidificante de moderado a alto dependiendo
de la cepa (Guerrero et al., 1997).
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Figura 1. Variacion del pH en queso con el tiempo de maduracion.

El contenido de humedad disminuyd con el transcurso de la
maduracion de los quesos tanto en el lote A como en el B (Figura
2). Los valores de contenido de humedad del lote B fueron
significativamente mayores a los del lote A en todos los tiempos de
maduracion estudiados (15, 30 y 45 dias). Como en el caso del pH,
esto podria explicarse por la diferencia en los cultivos iniciadores, ya
que cuando ocurre una acidificacion mas lenta con reducida expulsion
de suero se obtienen quesos de mayor humedad (Gomez et al., 1998).
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Figura 2. Variacion de humedad en queso con el tiempo de
maduracion.

En el estudio de la protedlisis se observd que la fraccion de
nitrégeno insoluble a pH 4,6 (NNC) aumentd con el tiempo de
maduracion para ambos lotes A y B (Figura 3). Esto concuerda con
lo observado por Spadoti et al. (2005) en estudios con queso Prato,
similar al Danbo, pero que difiere en su elaboracion en no ser de masa
lavada. Al comparar entre los lotes A y B, se constatdé que con 0y 15
dias de maduracion no existieron diferencias significativas de NNC
entre ambos, pero con mayor tiempo de maduracion comenzaron a
aparecer diferencias significativas: a los 30 dias de maduracion el
NNC del lote A fue mayor al NNC del lote B, mientras que a los 45
dias de maduracion el NNC del lote B fue mayor al NNC del lote A.

Poveda (2001) en su estudio de la fraccion insoluble a pH 4,6
(NNC) en quesos Manchego elaborados con diferentes cultivos
iniciadores (Streptococcus thermophilus y Lactococcus lactis, entre
otros), no encontrd diferencias entre los lotes para cada tiempo de
maduracion e indicd que ello podria ser debido a que los agentes
responsables de la proteolisis a este nivel (protedlisis primaria) son
el cuajo y la plasmina, mientras que las peptidasas del starter actian
sobre los péptidos liberados en la protedlisis primaria, produciéndose
asi la proteolisis secundaria.
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Figura 3. Evolucion de la fraccion nitrogenada NNC en el queso con
el tiempo de maduracién.

El hecho de que el NNC del lote B fuese mayor, finalizado
el periodo de maduracion de 45 dias, podria deberse a la riqueza
en enzimas proteoliticas de los lactococos, como fue mencionado
anteriormente, pero también a la influencia de un mayor contenido de
humedad si ambos lotes contuvieran el mismo contenido de sal, como
explican Sorensen y Benfeldt (2001). Los valores de NNC obtenidos a
los 45 dias fueron similares a los obtenidos por Gorostiza et al. (2004)
y los expuestos por Spadoti et al. (2005) para el queso Prato.

En cuanto a las fracciones nitrogenadas solubles en TCA 12
% (NTCA) se puede observar que aumentaron con el tiempo de
maduracion para ambos lotes (Figura 4). Este aumento de NTCA
en el tiempo concuerda con lo informado por otros investigadores,
Gorostiza et al. (2004) y Sanchez-Ponte (2003), en estudios en queso
Prato y Danbo, respectivamente. Al comparar entre lotes se observo
que al inicio la fraccion NTCA es significativamente diferente para
ambos: el NTCA del lote B fue mayor al NTCA del lote A, pero
para los demas tiempos de maduracion no se detectd la existencia de
diferencias significativas.
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Figura 4. Evolucién de la fraccién nitrogenada NTCA con el tiempo
de maduracion.

Los valores de NTCA obtenidos a los 45 dias fueron
significativamente menores a los obtenidos por Gorostiza et al. (2004)
para el queso Prato. Cabe destacar que el queso Prato al no ser de masa
lavada no tiene las pérdidas de enzimas como el Danbo (Gorostiza
et al., 2004); en conjunto con los diferentes origenes y calidades de
leche, de cuajo, fermentos y variaciones de tecnologia, esto podria
explicar la diferencia entre los investigadores.

La fraccion nitrogenada soluble en acido fosfotingstico (NPTA)
presentd un aumento continuo durante el tiempo de maduracion para
ambos lotes (Figura 5). Poveda (2001) inform6 un aumento de NPTA
durante la maduracion de Queso manchego elaborado con diferentes
cultivos iniciadores y Gorostiza et al. (2004) también consignaron un
aumento de aminoacidos totales durante el tiempo de maduracion de
queso Prato.
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Figura 5. Evolucién de la fraccion nitrogenada NPTA con el tiempo
de maduracion.

Al inicio del estudio el NPTA del lote A fue significativamente
mayor al del lote B, a los 15 dias ya no se presentaron diferencias
significativas, mientras que a los 30 y 45 dias el NPTA del lote B fue
significativamente mayor al NPTA del lote A.

Que el lote B haya presentado un mayor valor de NPTA podria
atribuirse a que las proteinasas del lactococos, microorganismo
que estaba en mayor proporcién en el lote B, presentan un sistema
peptidésico capaz de degradar un amplio rango de péptidos de medio
y pequefio tamafio a aminoécidos (Lane y Fox, 1996), contribuyendo
asi a la produccion de péptidos pequefios u oligopéptidos y
aminoécidos libres.

Conclusiones

Se encontraron diferencias en la protedlisis de los lotes de
queso Danbo elaborados con diferentes proporciones en los cultivos
iniciadores, mediante la determinacion de las fracciones de nitrogeno
soluble NNC, NTCA y NPTA.

El lote de queso Danbo elaborado con un mayor porcentaje de
cultivo mesofilo (Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus
cremoris subsp. cremoris), lote B, fue el que presentd mayor protedlisis
primaria y mayor formacion de oligopéptidos y aminoacidos libres.
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