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RESUMEN

En el presente trabajo se investiga un método para acelerar la
maduracién del queso Dambo, un queso semiduro elaborado
con leche pasteurizada y madurado durante noventa dias, adi-
cionando ademas del cultivo iniciador normal, un cultivo de
Strepiococcus salivarius ssp. thermophilus y Lactobacillus del-
brueckii ssp. bulgaricus, cuya capacidad de producir &cido lacti-
co ha sido reducida marcadamente por la aplicacion de calor
controlado para mantener activos los sistemas enzimaticos que
intervienen en la maduracién. Suspensiones de bacterias fueron
inoculadas en leche descremada esterilizada y cultivadas a
40°C y pH constante. El tratamiento térmico consistio en calen-
tar las suspensiones de bacterias hasta 63, 67 y 70°C, en un
bafio de agua hirviente, enfriando rapidamente. La proteolisis
en el queso se siguid durante el periodo de maduracién, utili-
zando como indices, el nitrégenc soluble a pH 4,6, el nitrégeno
soluble en &cido tricloroacético (12%) y el nitrégeno soluble en
acido fosfotungstico (1%), determinados por el método Kjeldahl.
Se observé un aumento de la proteolisis en comparacién con el
control. Los quesos experimentales en los cuales se utilizaron
cultivos calentados a 70°C presentaron, después de un periodo
de almacenamiento de 70 dias, una maduracién equivalente a
90 dias en los controles, evidenciando una disminucion en el
tiempo de maduracion de 22%. No se observo efecto adverso
en la composicion ni en el pH de los guesos. El andlisis senso-
rial no reveld defectos en el sabor, en especial sabor amargo.

Palabras clave: Queso, maduracién acelerada, proteolisis,
Strepiococcus salivarius ssp. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

ABSTRACT

This paper investigates a method for acceleration of ripening in
Dambo cheese, a semihard cheese with a normal maturation
period of three months. In addition to the normal starter an
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attenuated culture of Streptococcus salivarius sp. thermophilus
and Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus whose lactic acid
producing activity had been greatly reduced by previous
sub-lethal heat treatment, was added to the cheese milk. The
bacterial cell suspensions cultivated at constant pH were
heated to 63, 67 and 70°C, respectively. Proteolysis in the
cheese was measured as the increase in pH 4.6-soluble N,
12% thrichloroacetic acid-soluble N and 1% phosphotungstic
acid soluble N. The proteolysis increased in all groups during
ripening. Cheeses with extra inoculum heated to 70°C showed
a decreased in ripening time of 22%. No adverse effect of the
extra starter bacteria on the cheese composition and pH was
observed. The organoleptic results did not show defects in
flavour. Bitterness could not be detected in any cheese
sample.

Key words: Cheese, accelerated ripening, proteolysis,
Streptococcus salivarius sp. thermophilus, Lacto-
bacillus delbrueckii sp. bulgaricus.

INTRODUCCION

La maduracién del queso es un proceso mediante el
cual la cuajada fresca se transforma en una masa homogénea
con sabor, aroma y textura caracteristicos. Ello se logra duran-
te la maduracién, mediante una serie de cambios secuencia-
les, causados por las proteinasas de la leche, las enzimas
coagulantes, los cultivos iniciadores y otros microorganismos
gue se desarrollan en el queso.

A los fines de disminuir los costos de operacién y alma-
cenamiento durante el periodo de maduracion, largo para al-
gunos quesos, se ha prestado especial atencion al desarrollo
de tecnologias para acelerar este proceso en algunas varieda-
des de queso. Entre los métodos investigados para acortar el
periodo de maduracién se incluyen: aumento de la temperatu-
ra de almacenamiento, adicién de enzimas exogenas, adicion
de cultivos iniciadores atenuados y varias combinaciones de
estos métodos.
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La mayor proporcion de trabajos relacionados con ma-
duracién acelerada se refieren a la adicion de enzimas (pro-
teinasas, peptidasas y lipasas, bien solas o en mezclas) du-
rante la manufactura del queso. Las enzimas ahadidas pue-
den ser de fuentes no relacionadas con el queso, o prove-
nientes de microorganismos del queso [8]. Se ha observado,
en general, que la adicion de proteasas para la fabricacion de
gueso ocasiona, logicamente, un incremento de la proteolisis
pero con resultados contradictorios. El defecto mas comun
reportado es la aparicion de sabor amargo por la liberacion
de péptidos [10, 15, 19]. A pesar de presentarse como un me-
todo potencial para mejorar la calidad y acelerar la madura-
cion, todavia es un reto la seleccidn de los tipos de enzimas y
la adicion de las cantidades Optimas para obtener un sabor
adecuado. La adicién de enzimas también tiene un efecto ad-
verso en el cuerpo y la textura del queso, ya que al intensifi-
car la hidrdlisis de las caseinas se induce generalmente un
ablandamiento de la textura. La adicién de lipasas ha recibido
considerable atencién y se han observado buenos resultados
en aquellos quesos cuyo sabor esta influenciado por el conte-
nido de é4cidos grasos libres de cadena corta, como son el
queso Cheddar, el Manchego vy los quesos azules tipo Ro-
quefort [1, 10, 21, 22].

Una de las técnicas que ha producido mejores resulta-
dos ha sido la de aumentar el nimero de bacterias lacticas,
mediante la adicién complementaria de cultivos iniciadores.
Las bacterias acido lacticas contienen un amplio rango de pro-
teinasas y peptidasas y pueden ser, por lo tanto, aditivos para
aumentar la proteoclisis, considerado el mecanismo mas impor-
tante en muchas variedades de queso durante la maduracién
[8]. Sin embargo, su adicidn directa a la leche afecta el proce-
so de manufactura y generalmente produce un sabor atipico
por la produccion excesiva de 4cido lactico. Para eliminar este
inconveniente y mantener la calidad del qgueso, las células se
atendan mediante tratamiento térmico subletal o congelacion,
a fin de retardar la produccién de Acido sin reducir excesiva-
mente su sistema enzimatico proteolitico. Esto se ha obtenido
mediante métodos fisicos tales como el choque térmico [2, 5,
9, 11, 13, 14, 20, 25], la congelacién, la liofilizacién y el secado
por aspersion [3, 11, 13, 14].

La formacién de péptidos y amino&cidos durante la ma-
duracion del gueso contribuye directamente al desarrollo del
sabor y textura del queso. Algunos autores [3, 7] han observa-
do una correlacion entre la extension de la proteolisis y la in-
tensidad del sabor del queso. Sin embargo los quesos someti-
dos a una proteolisis acelerada frecuentemente exhiben sabo-
res extrafios desagradables. En consecuencia, los andlisis de
proteolisis deben estar acompanados de una evaluacién sen-
sorial para evaluar la calidad del queso.

En un estudio comparativo de varios métodos de acele-
raciéon de la maduracién, Vafapoulou y col. [25] emplearon en
la elaboracion del queso Feta, un queso suave conservado en
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salmuera, mezclas de lipasas, proteinasas neutras o acidas y
microorganismos (Sireptococcus salivarius sp. thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus) sometidos a choques
térmicos. El estudio reveld que los intentos de acelerar la pro-
teolisis mediante la adicion de proteinasas tienen una utilidad
limitada, ya gue incrementos en el nitrégeno soluble en acido
tricloroacético superiores a un 35% conducian a la aparicion
de sabores amargos que se intensificaban cuando se emplea-
ban proteinasas acidas con respecto a proteinasas neutras.
Obtuvieron en cambio, una disminucion en el tiempo de madu-
racion hasta de 50%. De acuerdo a la evaluacion sensorial, los
microrganismos calentados contribuyeron mas al gusto tipico
de estos quesos, lo que correspondia con mayores niveles de
acetaldehido y aminoacidos libres.

Petterson y Sjdstrom [20] en un trabajo con un cultivo
mixto mesdfilo y bacterias iniciadoras termofilas atenuadas por
el calor para acelerar la maduracion de queso suizo semiduro,
obtuvieron una reduccién del tiempo de maduracion de 30 dias.
La proteolisis aumentd con el nimero de bacterias afiadidas.

Ardd y Pettersson [2], estudiaron la adicion a la leche de
enzimas comerciales (Neutrasa) del Bacillus subtilis y/o células
tratadas térmicamente del Lacfobacillus helveticus en la madu-
racion del queso Suizo. La maduracion del queso fue acelerada.
El sabor amargo desarrollado con la adicién de Neutrasa pudo
ser eliminado con la adicidon simultdnea de lactobacilos tratados
por calor, al acelerarse el desdoblamiento de los péptidos e in-
crementandose la cantidad de nitrégeno amino.

Johnson y Eizel [13] y Johnson y col. [14] utilizaron varios
métodos de atenuacion de Lactobacillus helveticus CNRZ-32 con
el objetivo de producir y distribuir a bajo costo células para acele-
rar la maduracion del queso. Los métodos utilizados fueron: se-
cado por aspersion con temperaturas del aire a la salida de 82 y
120°C, liofilizacion y congelacion. Los resultados fueron mas fa-
vorables en los microorganismos tratados con secado por asper-
sién a 120°C, tanto en los estudios de atenuacién como en los
ensayos de maduracion acelerada de queso Cheddar de bajo
contenido en grasa. Se presentaron menoges defectos en el sa-
bor en comparacion con la licfilizacién y la congelacion.

El queso tipo Dambo es un queso semiduro de proce-
dencia danesa que se elabora con leche de vaca entera o par-
cialmente descremada en la Planta de Lacteos Santa Rosa de
la Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela. El tiempo
necesario para su maduracién es de tres meses. No hay infor-
macion disponible acerca de la posibilidad de acelerar su ma-
duracion.

Entre los diversos microorganismos iniciadores, los culti-
vos de Streptococcus salivarius sp. thermophilus y Lactobaci-
llus delbrueckii sp. bulgaricus, atenuados mediante choque tér-
mico han demostrado afectar el nitrégeno soluble, aceptado
generalmente como una medida de la maduracién del queso,
con resultados satisfactorios en estudios anteriores de madu-
racion.
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El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de
la adicion de un cultivo de Streptococcus salivarius sp. ther-
mophilus y Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus, atenuado
mediante chogue térmico a diferentes temperaturas en la pro-
teolisis del queso tipo Dambo y observar los efectos en las ca-
racteristicas mas importantes, entre ellas el sabor, para deter-
minar las posibles aplicaciones précticas de la maduracion
acelerada en la manufactura de este tipo de queso. Las pro-
piedades de las células atenuadas se han descrito previamen-
e [23]. En este trabajo se describen los cambios quimicos y
sensoriales que suceden en el queso elaborado con y sin bac-
terias atenuadas térmicamente.

MATERIALES Y METODOS

.
1. Preparacion de los cultivos

Un cultivo mixto termdfilo de Streptococcus salivarius sp.
thermophilus y Lactobaciflus delbrueckii sp. bulgaricus
(No. 914410, obtenido de Bionic Biotechnologisches Laborato-
rium, Suiza) sembrado en leche descremada en polvo recons-
tituida (10% p/v), esterilizada (120°C/10 min), se almacen¢ a
-30°C en envases de 25 ml en un congelador de lotes. Este
cultivo previo a su utilizacién en los ensayos de maduracion
acelerada se repico tres veces (2% v/v) en leche en polvo des-
cremada reconstituida (10%) estéril, incubandose en estufa a
40°C por 15 horas. A los fines de obtener una elevada carga
bacteriana, el cultivo se sembré al 2% v/v en leche en polvo
descremada reconstituida estéril (10% p/v) y se incubd a 40°C
durante 10 horas, manteniendo el pH constante entre 6,1y 6,3
mediante neutralizacién con NH,OH, 20% (v/v), adicionado a
intervalos de treinta minutos. Al final de este periodo el creci-
miento se detuvo por enfriamiento hasta 5°C. Se realizd un
contaje microbiano de células vivas en placa con medio Briggs
[12], antes y después del crecimiento.

Las suspensiones de bacterias obtenidas del cultivo a pH
constante, se sometieron a tres tratamientos térmicos con el pro-
posito de atenuar su produccion de 4cido lactico, calentando has-
ta 63, 67 y 70°C respectivamente, en un bafho de agua hirviente
con agitacién continua, y enfriando inmediatamente hasta 32°C,
sumergiéndolas en un bafio de agua con hielo. El tiempo de ca-
lentamiento hasta la temperatura de tratamiento fue de 3,5-5,0
min. y el de enfriamiento de 2,5-4,0 min. Se realizd un contaje
microbiano de células vivas en placa con medio Briggs [12], des-
pués del tratamiento térmico, por duplicado. Las suspensiones
de bacterias tratadas térmicamente se almacenaron a 5°C hasta
su utilizacién en la preparacion de quesos al dia siguiente.

2. Manufactura del queso tipo Dambo

Se realizé de acuerdo al proceso indicado en el siguien-
te flujograma:

Leche estandarizada (grasa 3,2%, pH 6é—é,§ll
J

[Pasteurizacion (65°C/30 min)

r_ Adicion del cultivo iniciador normal ‘
| (Streprococcus salivarius sp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus, 45°C. 1%) [
(Lactococcus lactis sp. lactis, Lactococcus lactis sp. cremaris, 40°C, 1%)

{

Adicién de extra indculo atenuado térmicamente’
Streplocaceus salivarius sp. thermophilus, Lactobacillus delbrueeckii sp. bulgaricus)

1
|Adicién de cuajo (BIC‘{V:EN, 1,68/501, 34°C)|

[Corte (maiz), agitacién suave {15 min)

Desuerado (30%) v lavado (30%, sol NaCl 0,5%, 34°Cj

|Agitacion (15 min

‘Drénado y moldeado (peso = 800 g cfuj
1

[nmersion en salmuera (35%, § horas)

Maduracion (18°C, HR 85%, 90 dfas)]

L a adicion del extrainéculo se realizé 30 minutos antes de la adicién
del cuajo.

Se elaboraron cuatro lotes de queso con la misma leche.

Lote A: Ningun tratamiento. No adicion de extraindculo
(control).

Lote B: Adicion de extraindculo calentado a 63°C (2,0% v/v).
Lote C: Adicion de extrainéculo calentado a 67°C (2,0% v/v).

Lote D: Adicién de extraindculo calentado a 70°C (2,0% v/v).

De cada tratamiento, se tomaron muestras para analisis
alos 1, 30, 80 y 90 dias de maduracién. Se hizo una repeticion
de cada ensayo. Los resultados reportados son la media de
los dos experimentos de cada lote. Todos los datos se some-
tieron a un andlisis de la varianza utilizando el programa Stat-
graphics Plus para estudiar si existen diferencias significativas
entre los diferentes niveles de temperatura de calentamiento
del extraindculo.

3. Analisis quimico
La TABLA | muestra los métodos analiticos utilizados.

4. Evaluacién sensorial

La intensidad del sabor, grado de gusto y el sabor amar-
go fueron evaluados después de 45 y 75 dias de maduracion
por 10 panelistas semientrenados. La puntuacién para la inten-
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TABLA |
METODOS DE ANALISIS UTILIZADOS '
Parametro Método ~Referencia
Grasa Babcock [16]
Humedad Desecacion estufa a 100°C [16]
Proteina total Kjeldahl [16]
Cloruro de sodio  Titulador Corning 920 [16]
pH pHmetro [16]

Proteolisis

Nitrogeno total Dis. Na citrato 9,5M. Kjeldahl [4,24]

NS? Precip. ac. acético 50 :50. [4,24]
Kjeldahl

NTCA® Precip. TCA 12%. Kjeldahl [24]

NPTA* Precipit. PTA 1%. Kjeldahl [24]

" Se realizaron duplicados de dos experimentos. 2 Nitrogeno soluble a
pH 4.,6. 2 Nitrégeno soluble en &cido tricloroacético. 4 Nitroageno
soluble en acido fosfotungstico.

sidad del sabor y grado de gusto se sefial6 en lineas verticales
con una escala de 0 a 10 puntos que incluian las siguientes
categorias: intensidad del sabor (0 = muy suave, 5 = modera-
do, 10 = muy fuerte); grado de gusto (0 = me desagrada mu-
chisimo, 5 = me es indiferente, 10 = me gusta muchisimo). El
sabor amargo se evalud con la siguiente escala: 1 = no se ob-
serva, 2 = ligeramente amargo, 3 = muy amargo. Todos los
datos se sometieron a un anadlisis de varianza y se comparé la
puntuacion obtenida a los 45 y 75 dias mediante un analisis de
diferencia de medias (prueba T). A tales efectos se utilizé el
programa Statgraphics Plus.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Composicién del queso y pH

La composicion y el pH del queso Dambo madurado du-
rante tres meses se presentan en la TABLA Il. La humedad, el
contenido de sal, la grasa y la proteina total, reportaron valores
enire los siguientes rangos, respectivamente: 30,9-34,0%,
1,5-1,9%, 32,5-34,0% y 21,8-24,6%. El pH a los tres meses varié
entre 5,8 y 5,9. Se observaron diferencias significativas (P<0,05)
entre los tratamientos en el contenido de cloruros y en el pH.

Al analizar la variacién del pH durante el periodo de ma-
duracion para el control y los diferentes tratamientos, se obser-
vo que el pH se mantuvo practicamente constante en el control
y en los lotes experimentales, a las 24 horas de elaboracion.
Al final del periodo de maduracién, los valores obtenidos no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (P>0,5)
para los diferentes tratamientos térmicos. Se puede decir que
la adicion de microorganismos atenuados no parece haber
afectado el proceso de elaboracidn, en lo que respecta al pH.
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TABLA I
COMPOSICION Y PH DEL QUESO DAMBO MADURADO
CON ADICION DE Sireptococcus salivarius sp.
thermophilus Y Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus
ATENUADOS MEDIANTE TRATAMIENTO TERMICO'

Parametro Control 63°C 67°C 70°C
A A C D
Humedad, % 34,0ab 32,2ab 31,1b 30,90
Cloruros, % 1,9ab 1,78ab 1,7b 1,5¢
Grasa, % 34,02 34,02 33,32 32,52
Proteina, % 23,1ab 23,5ab 24,62 21,8b
pH 5,9ab 5,8¢ 5,8¢b 5,9¢0

'Valores medios calculados del andlisis duplicado de dos
experimentos.  **°Las medias en la misma fila con superindice igual
no son diferentes (P>0,05).

2. Proteolisis

La TABLA Ill y las FIGS. 1, 2 y 3, muestran la extensién
de la proteolisis en los diferentes lotes experimentales B, C y
D y en el control A, durante el periodo de maduracion de 90
dias. Los lotes con adicion de microorganismos atenuados tér-
micamente exhibieron mayores valores que el control, con di-
ferencias significativas (P<0,05) entre algunos tratamientos, en
los indices de proteolisis estudiados, como son, nitrogeno so-
luble a pH 4,6 (NS), nitrégeno soluble en é&cido tricloroacético
12% (NTCA) y nitrégeno soluble en acido fosfotungstico 1%
(NPTA), indicando un desdoblamiento mas rapido de la casei-
na. La proteolisis fue mayor en el grupo D (70°C), siendo la di-
ferencia con el control y con el resto de los tratamientos esta-
disticamente significativa (P<0,05), durante el ultimo mes de
maduracion.

Segun se demuestra en la FIG. 1, |a fraccidon NS aumen-
16 significativamente (P<0,05), en una proporcion desde 9,6 a
25,2% en el control (A) y desde 9,7 a 30,4% en los lotes expe-
rimentales. Los niveles de NS en los gfupos se incrementaron
en el orden A, B, C y D. A los 90 dias de maduracion, los valo-
res de NS fueron 25,2% en el control y 30,4% en el grupo D.

La fraccion NTCA (FIG. 2) también mostré un aumento
considerable durante el almacenamiento (P<0,05). EI NTCA en el
lote control aumentd desde 7,5% hasta 22,7% y fue significativa-
mente menor que en los lotes experimentales con valores desde
9,0% hasta 27,6%. Los valores aumentaron en los grupos en el
orden A, B, C y D. A los 90 dias de maduracién los valores fluc-
tuaron entre 22,7% en el control (A) y 27,6% en el lote D.

La fraccion NPTA (FIG. 3) aumentd significativamente
en todos los grupos (P<0,01), desde 7,3 a 23,4% en el control
y desde 9,5 a 28,6% en los ofros grupos. Al igual que en las
fracciones NS y NTCA, el incremento fue en el orden A, B, C y
D. A los 90 dias de maduracion, los valores de NPTA variaron
entre 23,4% en el control y 28,6% en el lote D.
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TABLA IlI
VALORES MEDIOS DE NITROGENO SOLUBLE A pH 4,6 (NS), NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO TRICLOROACETICO,
12% (NTCA) Y NITROGENO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO, 1% (NPTA) DURANTE LA MADURACION
DEL QUESO DAMBO ELABORADO CON ADICION DE Streptococcus thermapm.'us Y Lactobacillus bulgaricus
ATENUADOS A DiFEHENTES TEMPERATURAS'

Dias de maduracion Control 63°C 67°C 70°C

) A B . D

NS
AP B® E CHl D2 )
1 9,6 9,7 11,6 12,3
_30 14,1 15,8 15,9 16,8
60 17,9 21,4 21,3 22,8
90 * 25,2 25,1 25,5 30,4
NTCA

N Ab gab ca D2
1 7,5 9 9,3 9
30 9,9 13,5 14,5 15,1
60 15,4 18,9 19,2 20,2
90 22,7 23,4 23,6 27,6

NPTA

Ab Bb cab Da
1 73 9,5 9,5 9,9
30 11,8 13,7 14,3 15,1
60 14,9 18 172 19,3
90 23,4 22,7 25 28,6

" Valores medios calculados del analisis duplicado de dos experimentos expresados en % del nitrégeno total.

superindice no son diferentes (P>0,05).

(]
=]
+

N
al
[P B

NS (%)
oo
(=]

-
o

a0

1 30

60

Dias de maduracién

FIGURA 1. EVOLUCION DE LA FRACCION DE NITROGE-
NO SOLUBLE A pH 4,6 (NS), EXPRESADO COMO POR-
CENTAJE DEL NITROGENO TOTAL, EN EL CONTROL A
(#) Y EN LOS LOTES CON ADICION (2,0% v/v) DE MICRO-
ORGANISMOS ATENUADOS, DURANTE EL PERIODO DE
MADURACION: B, 63°C (H); C, 67°C (A) Y D, 70°C (@).

& | os tratamientos con el mismo

NTCA (%)

1 30 60 90

Dias de maduracién

FIGURA 2. EVOLUCION DE LA FRACCION DE NITROGE-
NO SOLUBLE EN ACIDO TRICLOROACETICO 12%
(NTCA), EXPRESADO COMO PORCENTAJE DEL NITRO-
GENO TOTAL EN EL CONTROL A (#) Y EN LOS LOTES
CON ADICION (2,0% v/v) DE MICROORGANISMOS ATE-
NUADOS, DURANTE EL PERIODO DE MADURACION: B,
63°C (l); C, 67°C (4A) Y D, 70°C (@)
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NPTA (%)

1 30 60 90

Dias de maduracién

FIGURA 3. EVOLUCION DE LA FRACCION DE NITROGE-
NO SOLUBLE EN ACIDO FOSFOTUNGSTICO 1% (NPTA),
EXPRESADO COMO PORCENTAJE DEL NITROGENO TO-
TAL, EN EL CONTROL A (#) Y EN LOS LOTES CON ADI-
CION (2,0% v/v) DE MICROORGANISMOS ATENUADOS,
DURANTE EL PERIODO DE MADURACION: B, 63°C (H); C,
67°C (A) Y D, 70°C (@)

El método descrito en este trabajo para disminuir el tiem-
po de maduracién del queso esta basado en dos aspectos im-
portantes: primero, que la maduracion del queso depende de
las enzimas de las bacterias lacticas iniciadoras anadidas, y
segundo, que un aumento en la cantidad de enzimas bacteria-
nas en el queso también aumentaria |la velocidad de las reac-
ciones productoras de compuestos importantes del sabor. Las
ventajas de introducir una cantidad adicional de bacterias ini-
ciadoras en el queso, en comparacién con los métodos que
utilizan la adicion directa de preparados de enzimas son: a) se
introduce una mezcla completa de enzimas con las células
bacterianas intactas y b) las pérdidas de enzimas en el suero
se minimizan por la adicion de células completas. El tratamien-
to térmico utilizado en este estudio para reducir la produccién
de Acido lactico pudo haber inactivado considerablemente
otras enzimas importantes en la maduracion del queso aparte
de las proteasas y producir una maduracion anormal. Sin em-
bargo, este efecto no fue observado en nuestro estudio.

La determinacién de fracciones de nitrogeno soluble
(NS, NTCA y NPTA) utilizadas como indices de maduracidn,
proporcionan una informacion adecuada de la extension global
de la proteolisis. Los compuestos de nitrégeno solubles a pH
4.6 (NS) son producidos principalmente por el cuajo [18] y au-
mentan durante la maduracién. Las proteinas del suero y las
peptonas proteosas (de la accién de la plasmina) también son
solubles a pH 4,6, pero su contribucién es relativamente me-
nor. Las y-caseinas son insolubles a pH 4,6. El acido tricloroa-
cético (CCI;COOH, TCA) es un precipitante de proteinas que
ha sido ampliamente utilizado como indice de maduracién en
guesos. Yvon y col. [27] encontraron que todos los péptidos
con menos de siete residuos de aminoacidos eran solubles en
TCA al 12%. La renina es responsable de la produccidn de
parte del nitrégeno soluble en TCA 12%, pero las proteinasas
y peptidasas del cultivo iniciador contribuyen también conside-
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rablemente a la formacién del nitrogeno soluble en TCA 12%
[18]. EI acide fosfotingstico (12WO3.HzPO4xHL0, PTA) es un
precipitante de proteinas muy selectivo. Solo aminoacidos li-
bres (aparte de lisina y arginina) y péptidos menores son solu-
bles en PTA 5%. El nitrégeno soluble en PTA (1,0; 2,5; 5,0; 6,0
6 6,5%) ha sido ampliamente utilizado como indice de aminoa-
cidos libres en queso [2, 17, 20, 25, 26].

Este trabajo confirma que el cultivo de Streptococcus sa-
livarius sp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii sp. bulgari-
cus puede ser utilizado para acelerar la proteolisis y realzar el
sabor del queso Dambo, como fue demostrado previamente
en gueso suizo por Pettersson y Sjostrom [20] y en queso Feta
por Vafapeulou y col. [25].

Vafapoulou y col. [25] observaron efectos semejantes
en los valores de NS, NTCA y NPTA al utilizar un cultivo de
Sireptococcus salivarius ssp. thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii sp. bulgaricus atenuado previamente a 63°C, en
gueso Feta y encontraron que los quesos estaban suficiente-
mente maduros a los 40 dias de maduracion, mientras que el
control necesité 80 dias. Asimismo Pettersson y Sjostrom [20]
observaron un incremento en las fracciones de NTCA y NPTA
al utilizar una mezcla de bacterias iniciadoras terméfilas de
Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus, Lactobacillus helveti-
cus y Streptococcus salivarius sp. thermofilus en la acelera-
cién de la maduracion del queso suizo semiduro obteniendo
una reduccion del tiempo de maduracion de 30 dias. Los ana-
lisis organolépticos mostraron una correlacion entre el sabor
y el NPTA.

El Soda y col. [6] en un trabajo con extractos libres de
células de Lactobacillus helvéticus en queso Cheddar, encon-
traron un aumento mayor en NS en comparacion con NTCA y
NPTA y desarrollo de sabor amargo al mismo tiempo, lo cual
no sucedid en el presente experimento. Las preparaciones de
extractos muestran probablemente una composicion de enzi-
mas proteoliticas diferente al de las células enteras.

Ardd y Pettersson [2] observaron un aumento del nitré-
geno amino NPTA al utilizar bacterias de' Lactobacillus helvéti-
cus en la elaboracién de gueso suizo. Sin embargo las fraccio-
nes de NS y NTCA no fueron diferentes al control. Esta discre-
pancia entre los resultados puede ser motivada a los diferen-
tes microorganismos utilizados y a los diferentes tipos de que-
so estudiados.

En base a los valores de las fracciones de NS (FIG. 1)
se puede decir que el lote D (70°C) presenté a los 70 dias una
maduracion equivalente a la del control a los 90 dias, a las
condiciones de almacenamiento (18°C y 85% HR). Es de ha-
cer notar que la temperatura de almacenamiento es relativa-
mente alta, lo cual es un factor importante en la actividad tanto
de proteinasa como de peptidasa. Este factor, sin embargo, no
fue considerado en el presente ensayo.

A pesar de la reduccion considerable de la actividad en-
zimatica (83%) obtenida en el cultivo tratado a 70°C [23], los
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resultados obtenidos en los lotes de quesc adicionados con
este cultivo, se pueden explicar en base al deterioro que sufre
la pared celular de las células tratadas por caler, lo cual incre-
mentaria la lisis celular permitiendo la liberacidn del sistema
enzimatico con mayor rapidez que en el control, efecto que se
hace mas evidente al aumentar |la temperatura. La reactivacion
durante el periodo de almacenamiento de las enzimas inacti-
vadas por el calor puede ser otra explicacion. Las proteasas
estan localizadas cerca de la membrana y son por lo tanto
mas susceptibles al calor que las peptidasas, las cuales son
citoplasmaticas [11]. Esta diferencia en la resistencia de las
proteasas y peptidasas puede explicar las diferencias observa-
das entre las fracciones NTCA y NPTA.

3. Evaluacién Sensorial

La puntuacion media obtenida de la evaluacion sensorial
para la intensidad del sabor y grado de gusto a los 45 y 75
dias de maduracién se muestra en la TABLA IV. La compara-
cion entre los dos periodos mediante la diferencia de medias
demuestra, como era de esperar, diferencias significativas
{P<0,05) en cuanto al grado de gusto, no asi en cuanto a la in-
tensidad del sabor (P>0,05). Los tratamientos térmicos de ate-
nuacién de los microorganismos no demostraron efectos esta-
disticamente significativos (P>0,05) sobre estos parémetros de
calidad en el queso madurado. Estos resultados demuestran
que el aumento de la actividad proteclitica evidenciada por los
valores de las fracciones de nitrégeno soluble durante el perio-
do de maduracion no contribuyé a la intensidad del gusto, pro-
bablemente debido a un aumento insuficiente de la proteolisis
.0 por la naturaleza de los productos resultantes del desdobla-
miento proteico. Se requiere realizar una evaluacion sensorial
mas minuciosa.

TABLA IV
VALORES MEDIOS OBTENIDOS DE LA EVALUACION
SENSORIAL DEL QUESO DAMBO ELABORADO
CON ADICION DE Streptococcus salivarius sp.
thermophilus Y Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus
ATENUADOS MEDIANTE TRATAMIENTO TERMICO

45 dfas 75 dias®
I G? I G?
A (control) 6,387 6,152 6,552 7,830
B (63°C) 5,432 5,712 6,722 8,02b
C (67°C) 6,202 6,118 7,582 7,85P
D (70°C) 6,432 5,02 6,4772 7,20
1| = Intensidad del sabor (0 = muy suave, 5 = moderado, 10 = muy

fuerte). 2 G = Grado de gusto (0 = me desagrada muchisimo, 5 =
me es indiferente, 10 = me gusta muchisimo). 3 No se encontraron
diferencias estadisticas (P>0,05) para la intensidad del sabor ni
grado de gusto. # | a5 medias con superindice igual en un mismo
tratamiento no son diferentes (P>0,05).

Todos los quesos tenian generalmente buen sabor. El li-
gero sabor amargo detectado a los 45 dias de maduracion no
se detectd a los 75 dias, indicando la capacidad de las pepti-
dasas de los cultivos utilizados de producir gran proporcion de
péptidos pequefios y aminodcidos.

CONCLUSIONES

El presente trabajo demuestra que es posible acelerar la
maduracidn del queso tipo Dambo por el método descrito y
disminuir el tiempo de almacenamiento considerablemente sin
la produccién de sabores amargos o extranos.

La suspensién del cultivo de Sireptococcus salivarius sp.
thermophilus y Lactobacilus delbrueckii sp. bulgaricus atenua-
da mediante tratamiento térmico a 70°C fue satisfactoria para
acelerar la tasa de maduracidn, segin se demuestra por el au-
mento de la proteolisis, determinada mediante las fracciones
de nitrégeno soluble. Se obtuvo una reduccién del periodo de
maduracion de 20 dias, equivalente a un 22% del tiempo total
normalmente necesario.

El tratamiento térmico utilizado es un método simple y
adecuado para aumentar el sistema enzimatico proteolitico.
Las técnicas no representan ninguna complicacion tecnologica
ni interfieren en la manufactura del queso. Se requiere, sin em-
bargo, mayor investigacién acerca de los efectos del trata-
miento térmico sobre las enzimas proteoliticas.
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