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RESUMEN:

En este trabajo se caracterizaron tecnologicamente 169 cepas lacticas autoctonas
aisladas de leche cruda de oveja Guirra, con el objetivo de seleccionar las cepas con
buena aptitud quesera para utilizarlas posteriormente como fermento iniciador en la
elaboracion de queso.

Inicialmente se utilizaron métodos cualitativos y cuantitativos para determinar
las actividades lipolitica, proteolitica, acidificante y produccion de gas de las cepas.
Aproximadamente el 30% del total de cepas presentd6 buena capacidad acidificante
bajando el pH de la leche a valores inferiores a 5 tras 24 h de incubacion a 30° C.
Cuatro cepas de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei n° 18, 40, 67 y 148, una de
Lactobacillus plantarum n® 4 y una de Lactobacillus pentosus n® 65, presentaron buena
capacidad proteolitica. Solamente una cepa de Lactobacillus curvatus n® 39 presentd los
halos caracteristicos de lipdlisis alrededor de las colonias y otra de Lactobacillus
salivarius n® 46 produjo gas.

De acuerdo a sus aptitudes tecnoldgicas, se seleccionaron diez cepas para la
preparacion de los fermentos, que por lo general estuvieron constituidos por una cepa
acidificante (Lactococcus lactis subsp. lactis) mas una cepa proteolitica (Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei o Lactobacillus plantarum o Lactobacillus pentosus) mas
una cepa lipolitica (Lactobacillus curvatus). Con estos fermentos lacticos autoctonos se
elaboraron tres series de producciones de quesos, dos en planta piloto y una en industria
y se realizaron analisis fisico-quimicos (pH, extracto seco, grasa, sal, nitrogeno total),
proteolisis secundaria (nitrogeno soluble a pH 4,6 y aminodcidos libres totales) y
organolépticos (intensidad de olor y sabor, calidad de sabor, regusto y aceptacion
general).

No se observaron diferencias importantes en la composicion general de los
quesos de todas las producciones. Sin embargo, la concentracion de aminoacidos libres
totales de los quesos elaborados con lactobacilo proteolitico afiadido en el fermento
presentaron los mayores valores, resaltando la importante contribucion de los
lactobacilos en la liberacion de aminoécidos libres totales.

En los quesos de la primera serie, los catadores observaron varios defectos
importantes, atribuidos a los valores de pH muy bajos, que afectaron la calidad de los
mismos. En la segunda serie, los quesos de dos producciones presentaron sabores

intensos y amargos, posiblemente debido a su excesiva proteolisis, mientras que los de
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otras dos producciones mostraron sabores intensos y de buena calidad. Con respecto a
las producciones industriales (tercera serie), los quesos presentaron sabores intensos y
de buena calidad, sin regustos amargos ni picante, mostrando una valoracion global
buena.

La seleccion de cepas lacticas autdctonas y su utilizacion para la elaboracion de
quesos, permiten la obtencion de productos al menos similares, en cuanto a
caracteristicas organolépticas, a los obtenidos con fermentos industriales, por lo que se
abre una via para futuros estudios que nos permitan avanzar en la linea de obtencion de

quesos mas personalizados.
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ABSTRACT

One hundred sixtieth nine strains of autochthonous lactic acid bacteria isolated
from raw milk of Guirra sheep, were technologically characterized with the aim of
selecting those with good aptitude to be used later as a starter culture in cheese
elaboration.

Qualitative and quantitative methods were used in order to determine the
lipolytic, proteolytic, acidifying activities, as well as the production of gas of the strains.
Approximately 30% of the strains showed good acidifying capacity; reducing the milk
pH up to values lower than 5 after 24 h off incubation at 30°C. Four strains of
Lactobacillus paracasei subsp. paracasel n° 18, 40, 67 and 148, one strain of
Lactobacillus plantarum n° 4 and one of Lactobacillus pentosus n® 65, showed good
proteolytic capacity. Only one strain of Lactobacillus curvatus n°® 39 showed the
characteristic halos of lipolysis around the colonies and other of Lactobacillus
salivariusn® 46 produced gas.

According to their technologic capacities, ten strains were selected for the
preparation of starter culture, which generally were constituted by an acidifying strain
(Lactococcus lactis subsp. lactis ) plus a proteolytic strain (Lactobacillus paracasei
subsp. paracasel or Lactobacillus plantarum or Lactobacillus pentosus) plus a lipolytic
strain (Lactobacillus curvatus). Three series of productions of cheese were elaborated
with these autochthonous lactic starter culture, two of them in pilot plant and one in
industry. Physical-chemical (pH, moisture, fat, salt, total nitrogen), secondary
proteolysis (soluble nitrogen at pH 4,6 and total free amino acids) and organoleptic
(odour and flavour intensity, flavour quality, aftertaste and general analisis acceptation)
were also made.

No differences were observed in the general composition of cheeses of all
productions. However, the concentration of total free amino acids of cheeses made with
the proteolytic lactobacilli added in the starter culture showed the highest values, setting
out the important contribution of the lactobacilli in the releasing of total free amino
acids.

In cheeses from the first series, tasters observed several important defects,

attributed to the very low pH values, which affected to the quality of themselves. In the
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second series, cheeses from two productions showed intense and bitter flavour, possibly
due to is excessive proteolysis, whereas other cheeses from other two productions
showed intense flavour of good quality. Cheese of the industrial productions (third
series), presented intense flavour of good quality without bitter or spicy aftertastes,
showing too a good global valuation.

The selection of autochthonous lactic strains and its utilization for
cheesemaking, allows the obtaining of similar products, at least as for organoleptics
characteristics, to those obtained with industrial starter cultures. This opens a way for
future studies that will allow us to advance in the obtaining of more personalized

cheeses.
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1- INTRODUCCION
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1.1— CARACTERISTICASDE LA LECHE DE OVEJA

Es dificil remontarse a los origenes exactos de la utilizacion del ganado ovino.
Se sabe que el rebano de ovejas ha acompanado el desarrollo de la civilizacion en el
Mediterraneo. En numerosos escritos antiguos como la Biblia, la Iliada, la Odisea o las
Bucolicas aparecen relatos pastoriles, en los cuales el rebafio de ovejas ha acompanado
al hombre de esas épocas. Podemos encontrar también en estos libros relatos del ordefio
de ovejas y de la fabricacioén de queso.

La mayor parte de los quesos fabricados hoy en dia con leche de oveja son
productos de tradiciones ancestrales. La leche de oveja se ha considerado siempre como
una leche de caracteristicas especificas, y en ciertos casos, como un producto mas noble

que las otras leches (Assenat, 1991).

1.1.1- COMPOSICION GENERAL

Globalmente podemos observar que la leche de oveja difiere de las otras leches
especialmente por su riqueza en los componentes principales del queso; la materia grasa
y la proteina (Tabla 1). Es evidente que sobre la composicion de la leche influyen
numerosos factores como las condiciones climaticas, la alimentacion o la raza. Ademas,
la composicion de la leche varia en funcidn de la lactacion, asi como de las condiciones
de explotacion del rebafio (Alais, 1981). Sin embargo, podemos mencionar algunas

caracteristicas generales de su composicion:
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a) Agua. El porcentaje de agua en la leche de oveja oscila entre 80-85%; estas
variaciones estan principalmente afectadas por las flutuaciones en el contenido graso
que experimenta la leche de oveja a lo largo de su ciclo de lactacion (Sctott, 1991;
Spreerr, 1991).

b) Lipidos. En la leche de oveja, los triglicéridos representan el 98-99% del total
de los lipidos, valor semejante al de la leche de vaca. El olor y el gusto caracteristico de
la leche de oveja estan en estrecha relacion con el mayor contenido de acidos grasos de
6 a 12 atomos de carbono. La proporcion de acido caprilico (Cs) es particularmente alta,
aproximadamente de 1,7-4% en peso de acidos grasos totales en la leche de oveja, frente
a 1-1,8% en la leche de vaca. Lo mismo sucede con el 4cido caprico (Cip), de 4 a 11%
en la oveja y 2,1 a 3,5% en la vaca (Assenat, 1991). Precisamente, un componente
aromatico muy importante en queso de oveja son los acidos grasos de cadena corta
liberados a través de fenomenos de lipdlisis y otros asociados.

En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados, éstos representan un 26% en la
leche de oveja frente al 30% en la leche de vaca. Por lo que respecta a los acidos grasos
poliinsaturados, su contenido es del 5 y 4% en leche de oveja y vaca, respectivamente
(Anifantakis, 1986; Assenat, 1991; Alichanidis et al., 1996).

¢) Proteinas. La leche de oveja, a igual que la leche de vaca, posee un contenido
en caseinas respecto a las proteinas totales que oscila entre el 78 y 80%. Sin embargo, la
leche de oveja tiene el mayor contenido proteico (Tabla 1), lo que constituye una
caracteristica de especial interés en la elaboracion de quesos dado su Optimo
rendimiento y excelente aptitud frente a la coagulacion (Anifantakis, 1986; Assenat,
1991).

La leche de oveja contiene poco nitrégeno no proteico, aproximadamente 5%,
siendo en este aspecto semejante a la leche de vaca. La relacion entre nitrogeno proteico
y nitrogeno total no es constante a lo largo del periodo de lactacion, disminuyendo con
el transcurso del mismo, aspecto que resulta interesante al evaluar el rendimiento
quesero de la leche por lo que respecta al contenido en proteinas (Gervilla, 2001).

d) Lactosa. En la leche de oveja, el valor medio se sitia entre 40 y 50 g/L. En la
practica quesera, el contenido de lactosa disponible en la leche de oveja es mas que
suficiente para asegurar una correcta fermentacion lactica (Alais, 1985; Veisseyre,
1988).

e) Minerales. Dependiendo del tipo de sal que se trate, su contenido medio

difere en mayor o menor grado respecto a la leche de vaca, pero en conjunto la leche de
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oveja presenta mayor contenido de minerales. Por ejemplo el calcio, fosforo, cobre y
hierro en la leche de oveja son aproximadamente de 193, 158, 0,11 y 0,1mg/100g de
leche, respectivamente; mientras que en la leche de vaca son de 119, 93, 0,02 y
0,05mg/100g de leche (Anifantakis, 1986; Haenlein, 1996).

f) Vitaminas. Al igual que ocurre con la composicion de minerales, la
composicion de vitaminas en la leche es muy variable en funcion de cada una de ellas.
Se puede destacar el contenido de las vitaminas C y B3 en la leche de oveja que es de
5000 y 410 pg / 100 g de leche, mientras que en la de vaca es de 1000 y 80 pug/ 100 g

de leche, respectivamente (Alichanidis et al., 1996).

Tabla 1: Composicion media de la leche de oveja y vaca

Variables (%) Leche de Oveja  Leche de Vaca
Extracto seco 15,0 - 20,0 12,5-13,0
Materia grasa 6,0-10,0 3,0-4,0
Proteina total 5,0-6,5 3,0-3,6
Lactosa 4,0-5,0 4,5-5,0
Cenizas 09-1,1 0,7-0,9

Fuente: Anifantakis, 1986; Scott, 1991; Assenat, 1991; Spreer, 1991;
Alichanidis et al., 1996; Muiioz et al., 2000.

1.1.2- PROPIEDADESFUNCIONALES, APTITUD QUESERA

La leche de oveja difiere de la de vaca y cabra en varias caracteristicas fisicas y
quimicas (Anifantakis, 1986; Luquet, 1991; Buxadé-Carbo, 1997). Suncitamente
podemos resumirlas:

1. En la observacion visual, la leche de oveja es de color blanco nacarado,
semejante a la porcelana. Su opacidad es mayor que la de las leches de vaca y
de cabra.

2. La viscosidad de la leche de oveja es mas elevada que la de leche de vaca
(Tabla 2), caracteristica ligada a su riqueza en proteinas y lipidos.

3. La acidez de la leche de oveja, expresada en grados Dornic, se situa en el
intervalo de 18 y 22 grados, mientras que la de vaca se situa entre 15 y 18

grados Dornic.
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La leche de oveja tiene un olor caracteristico del animal que la produce. Este
olor, es relativamente débil en la leche recogida en buenas condiciones.

La leche de oveja tiene una resistencia especialmente elevada a la proliferacion
de bacterias en las primeras horas después del ordefo, que se debe atribuir en
parte a la actividad inmunologica tipica de esta leche, y por otra a las lacteninas
que son sustancias antibacterianas de la leche fresca en las dos o tres horas
después del ordefio (Assenat, 1991). A esto se afiade que la leche de oveja tiene
doble contenido de minerales que la leche de la vaca, siendo su capacidad
tampon claramente superior, lo que representa una ventaja de cara a su
conservacion. Esto puede convertirse en un inconveniente si se trata esta leche
fresca, ya que ofrece una resistencia mayor a las fermentaciones lécticas
(Luquet, 1991; Cottier, 1991).

La leche de oveja posee una composicion cuantitativa que la hace idonea para
la elaboracion de queso, especialmente por su elevado contenido en proteina y
grasa. Es habitual decir que para cantidades de leche idénticas, se obtiene de
media dos veces mas de queso con leche de oveja que con leche de vaca, o lo
que es lo mismo que el rendimiento quesero es mayor en la elaboracion de
queso de oveja que en la de vaca. Diferentes estudios (IDF, 1994) aportan
informacion precisa respecto al contenido de proteinas coagulables y la tasa de
recuperacion de la materia grasa y de los compuestos nitrogenados totales.

La leche de oveja produce una cuajada dura, este hecho debe tenerse en cuenta
en la practica quesera, haciendo mas resistentes las herramientas utilizadas para
trabajar la cuajada.

Los productos queseros obtenidos de la leche de oveja tienen ciertas
particularidades en su aspecto y en su sabor. La pasta es, en general, mas
blanca, y es relativamente dificil la aparicion de sabores amargos (Luquet,
1991). Los sabores tipicos y mds intensos que tienen la mayor parte de los
quesos de oveja se deben, en primer lugar, a la materia grasa. Los triglicéridos
de esta leche tienen una proporcion diferente de acidos grasos. Como ejemplo
se puede indicar la proporcion particularmente alta de acido caprilico y céaprico

como hemos comentado anteriormente (Seccion 1.1.1).

35



Tabla 2: Propiedades fisicoquimicas de la leche de oveja y vaca

Leche de Oveja Leche de Vaca
Acidez titulable (° Dornic) 18 -22 15-18
Conductividad (ohm™ cm™)  0,0038 - 0,0040 0,0040 - 0,0055
Densidad (g/cm3) al5°C 1,034 - 1,038 1,028 - 1,038
PH 6,4-6,7 6,5-6,7
Punto crioscépico (°C) (-0,570) - (-0,575)  (-0,540) - (-0,0550)
Tension superficial
(Dinas/cm) 44,9 - 48,7 423 -52,1
Viscosidad (mPa.s) 2,86 -3,93 1,95 -2,55

Fuente: Anifantakis, 1986; Buxadé-Carbo, 1997

1.1.3- CARACTERISTICAS GENERALESDE LA LECHE DE OVEJA GUIRRA

Posiblemente el origen de la oveja Guirra sea africano (costa atlantica de
Marruecos), aunque algunos autores le atribuyen diferentes procedencias clasificandola
dentro de un tronco indeterminado. La oveja Guirra se adapta perfectamente a las
condiciones climaticas Mediterraneas (elevadas temperaturas y escasa pluviosidad),
como el del Levante espafiol, particularmente la zona costera de Valencia, Alicante y
Castellon. Geograficamente, sus principales nilicleos de explotacion son las comarcas de
la Vall d"Albaida, Marina Alta y Marina Baixa de la Comunidad Valenciana (Mufioz et
al., 1986; Dory et al., 1990; Garcia, 2000). Actualmente se encuentra en franco peligro
de extincidon, con un censo estimado inferior a 3.500 cabezas, repartidas en rebafios
marginales de escasa dimension, en muchos casos de menos de 50 cabezas (Garcia,
2000).

Esta raza de oveja tiene tendencia a la hipermetria y perfil ultraconvexo. Su color
de piel es rojo oscuro; posee vellon semicerrado formado por la unidn de fibras rojas y
blancas que la cubre el tronco, cuello y parte proximal de las extremidades, aunque
abundan los animales semideslanados (Garcia, 2000). La cabeza tiene el perfil
acarnerado, morro ancho, acorne en ambos sexos y orejas medianas horizontales. El
cuello es largo y cilindrico, con el borde traqueal desprovisto de lana. En el tronco tiene

una linea dorso-lumbar ligeramente ensillado, grupa caida y mama globosa y bien
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implantada. Las extremidades de esta oveja son bien aplomadas, fuertes, largas y finas.
El peso medio de los machos es aproximadamente de 75-85 kg y las hembras 60-65 kg.

En cuanto a las aptitudes y sistemas de produccion, la oveja Guirra tiene una triple
aptitud: carne, leche y lana. Una de las caracteristicas de estos animales que mas
destacan los ganaderos es su actitud docil ante el ordeno, la facilidad para el ordefio
manual y la elevada persistencia de su curva de lactacion permite prolongar el ordefio
hasta seis u ocho meses (Rodriguez et al., 2002).

Los primeros resultados de produccion y composicion de la leche en la oveja
Guirra fueron aportados por Rodriguez et al. (2002). Estos autores utilizaron el sistema
de lactancia natural durante otofio e invierno, obteniendo en cuatro meses una
produccion de aproximadamente 128 L de leche en ovejas con parto simples y 143 L en
ovejas de parto doble. Estos volimenes de leche son similares a los obtenidos con
ovejas de raza Churra (Kaabi et al., 2000), Lacha (Gabina et al., 1993; Lana et al., 1998)
y Manchega (Fernandez et al., 1997).

En cuanto a la composicion fisico-quimica, se ha observado un 7,38-7,9% de
materia grasa 'y un 6,19-7,19% de proteina en la leche de oveja Guirra. Estos valores son
mas altos que en las restantes razas autoctonas de ordefio, por ejemplo, la raza
Manchega presenta un 6,8% de grasa y un 5,8% de proteina (Carrasco, 1991), la Lacha
6,82% de grasa'y 5,56% de proteina (Lana et al., 1998) y la Churra un 6,54% de grasa y
5,70% de proteina (Fuertes et al., 1998). Los valores superiores en proteina en la leche
de oveja Guirra la hace poseer una muy buena aptitud quesera.

También se ha estudiado la influencia de la época del afio en la produccion y
composicion de la leche de oveja Guirra (Rodriguez et al., 2003). Es conocido que en
primavera la produccién de leche aumenta, pero se reduce el contenido en grasa y
proteinas de la misma. En este experimento el promedio de produccion diaria de las
ovejas Guirra en primavera fue de aproximadamente 1157 mL de leche por oveja,
mientras que en otofio-invierno fue de 1015 mL (Rodriguez et al, 2003). La
composicion de proteina de la leche en primavera fue aproximadamente 6,33% que es
inferior a la observada en el periodo otofio-invierno (~6,69%). Lo mismo ocurrié con la
grasa que fue de 7,1% en primavera 'y 7,64% en otofio-invierno.

Resumiendo, la elevada persistencia de la curva de lactacion que permite prolongar
el ordeno y los elevados valores de proteina otorgan una muy buena aptitud quesera a la
leche de oveja Guirra. Estas son ventajas indiscutibles para incrementar la produccion

de leche e industrializacion de sus derivados.
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1.2- FERMENTOSLACTICOS

Se puede decir que los estudios de microbiologia lactica comezaron con la
investigacion del proceso de acidificacion que ocurre naturalmente en la leche, suero de
queseria o suero de manteca (Hassan y Frank, 2001). Estos productos acidificados ya se
habian utilizado mucho tiempo antes como inoculo para producir queso, mantequilla, y
cultivos lacticos, pero las fermentaciones resultantes eran imprevisibles y de calidad
desigual. Pasteur, en 1857, fue el primero en demostrar que la fermentacion lactica era
de origen microbiano. Mas tarde, en 1878, Lister aislo cultivos puros de bacterias acido
lacticas responsables de la acidificacion de la leche (Brock, 1961). En los anos 1880,
Conn en los Estados Unidos, Storch en Dinamarca, y Weigmann en Alemania
demostraron las ventajas de usar bacterias acido lacticas en cultivos puros aisladas de
nata la fabricacion de mantequilla (Knudson, 1931; Cogan, 1996). La produccioén
comercial de cultivos lacticos iniciadores y su uso crecieron rapidamente en la industria
lactea debido a sus numerosas ventajas. Antes de su empleo para producir queso
Cheddar era necesario madurar la leche 6-7 h y muchas veces el producto no resultaba
de buena calidad (Conn, 1895). La fermentacion lenta también tenia sus implicaciones
en la salud publica, porque la leche para la fabricacion de quesos no se pasteurizaba.

Actualmente, muchos productos lacteos se elaboran con cultivos lacticos iniciadores
comerciales, que han sido aislados y seleccionados en funcion de la variedad, de las
propiedades deseadas y de la velocidad de producciéon de acido lactico. Entre las
propiedades deseadas pueden incluirse la produccion de sabores/aromas, resistencia a
los bacteriofagos, tolerancia a la sal, produccion de bacteriocinas, etc.

En esta seccion comentaremos algunas de las caracteristicas de las bacterias lacticas,

y sus propiedades mas importantes en queseria.

1.2.1- CARACTERISTICAS GENERALESDE LASBACTERIASLACTICAS

Aunque las bacterias lacticas tienen caracteristicas genéticas diversas, en general

son microorganismos gram-positivas, no pigmentados, no forman esporas, y no reducen
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los nitratos, ni producen catalasa. Las bacterias lacticas son anaerobias pero
aerotolerantes, y se caracterizan también por una produccion de cantidades importantes
de acido lactico como resultado del metabolismo de los hidratos de carbono (Eck, 1990;
Stanley, 1998; Fox et al., 2000; Hassan y Frank, 2001). Las bacterias lacticas requieren
aminoacidos especificos, vitaminas B y otros factores de crecimiento, y son incapaces
de utilizar hidratos de carbono complejos (Stanley, 1998; Hassan y Frank, 2001).

Seglin el criterio taxonémico genético hay 12 géneros de bacterias lacticas que
comprende Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus, Vagococcus, Aerococcus, Alloicoccus, Tetragenococcus, Carnobacterium
y Weissella (Fox et al., 2000). De todas ellas normalmente cuatro se encuentran en los
cultivos lacticos iniciadores: Lactobacillus, Sreptococcus, Lactococcus y Leuconostoc.
Un quinto género, Enterococcus, se encuentra en algunos fermentos o cultivos
iniciadores mixtos debido a su efecto beneficioso en el desarrollo del aroma, sabor y
textura de los productos lacteos (Tzanetakis et al., 1989; Fox et al., 2000; Hassan y
Frank, 2001).

Las bacterias lacticas pueden clasificarse también por un criterio taxondémico
fenotipico que incluye la apariencia morfologica (bastones o cocos), fermentacion de los
hidratos de carbono (homofermentativas o heterofermentativas), intervalo de
temperatura de crecimiento (mesofilas o termofilas) y la tolerancia a la sal
(halotolerantes y no halotolerantes) (Eck, 1990; Axelsson, 1993; Miyra-Maikinen et al.,
1993; Fox et al., 2000).

Las bacterias lacticas homofermentativas producen como minimo 1,8 moles de
acido lactico por mol de glucosa fermentada, mientas que las bacterias lacticas
heterofermentativas producen aproximadamente un mol de acido lactico por mol de
glucosa y cantidades apreciables de productos secundarios, principalmente gas
carbonico, etanol y 4cido acético (Eck, 1990; Stanley, 1998).

Las bacterias lacticas empleadas en la industria lactea se pueden clasificar también
segin su temperatura Optima de crecimiento en mesofilas y termofilas. Las primeras
crecen a una temperatura de 10-40°C con un 6ptimo cercano a 30°C (Stanley, 1998). En
la industria se utilizan principalmente las especies de los géneros Lactococcus y
Leuconostoc: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Leuconostoc lactis y Leu. cremoris. El grupo
de las termofilas presenta una temperatura Optima de crecimiento de 40-45°C y se

emplean en yogures y quesos de pasta cocida. Las bacterias termofilas mas importantes
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son Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (S. thermophilus) Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus (Lb. bulgaricus), Lb. helveticus y Lb. delbrueckii subsp. lactis (Lb.
lactis) (Stanley, 1998).

1.2.2- AISLAMIENTO DE CEPASLACTICAS

Se dispone actualmente de muchos medios de cultivo para el aislamiento y
diferenciacion de las bacterias lacticas (Tabla 3), aunque solo algunos de ellos se los
considera efectivamente selectivos (Stanley, 1998; Hassan y Frank, 2001). La capacidad
diferenciadora se basa en las caracteristicas bioquimicas (sensibilidad al oxigeno,
resistencia a los antibidticos, produccion de acido, etc) y bioproductos (acido acético,
diacetilo, acetoina, gas carbonico, etc) de las especies a aislar (Hassan y Frank, 2001).

Normalmente, los medios de cultivo mas utilizados para aislar bacterias lacticas son:
el M17 para Lactococcus spp. (Terzaghi and Sandine, 1975); MRS para Lactobacillus
spp. (DeMan et al., 1960); y el MSE para Leuconostoc spp. (Mayeux et al., 1962).

Se ha observado que cambiando alguna condicion del medio utilizado para aislar
una especie en particular, éste sirve para otra; por ejemplo el M17 es utilizado a 37°C
para el aislamiento de S thermophilusy a 25°C para Lactococcus spp. Sin embargo, se
ha comprobado también que muchos de éstos medios no son absolutamente selectivos,
pudiendo ocacionar errores en la identidicacion de las especies (Poullet et al., 1993;
Centeno et al., 1996; Elortondo et al., 1998). Asi, Centeno et al. (1996) al aislar las
bacterias lacticas (LAB) presentes en leche de vaca, observaron que de las 106 cepas de
LAB aisladas en agar M17, un 55% fueron lactococos y un 32% fueron enterococos; de
las 118 cepas de LAB aisladas en agar MRS a pH 5.5, un 42% fueron lactobacilos y un
40% lactococos; y de las 78 cepas de LAB aisladas en agar MSE un 72% eran
leuconostoc. De acuerdo con los criterios de Coppola et al. (1988) estos resultados son
muy bajos para medios de cultivos selectivos.

Varios autores han aislado bacterias lacticas a partir de la leche (Zarate et al.,
1997; Elortondo et al., 1998; Medina et al., 2001; Alonso-Calleja et al., 2002) y de
quesos artesanos (Fernandez del Pozo et al., 1988; Poullet et al., 1991, 1993; Centeno et
al., 1996; Cogan et al., 1997; Arizcun et al., 1997; Zarate et al., 1997; Elortondo et al.,
1998; Ortigosa et al., 1999; Durlu-Ozkaya et al., 2001; Medina et al., 2001; Alonso-
Calleja et al., 2002; Caridi, 2003; Herreros et al., 2003) con el objetivo de identificarlas
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y caracterizarlas tecnoldgicamente. Como se ha comentado, estos autores utilizaron con

mayor frecuencia los medios de cultivo M17, MRS y MSE.

Tabla 3. Medios de cultivo mas utilizados para aislar las cepas lacticas

Microorganismos

Medio

Referencias

Bacterias acido lacticas

S. thermophilus
Lactobacillus ssp.
Lactococcus ssp.
Leuconostoc ssp.
Leuconostoc ssp.
Enterococcus ssp.

Lb. acidophilus

Bifidobacteria

Propionibacterias

Diferenciacion entre bacilos y
cocos en fermentos de yogurt.

Diferenciacion entre homo- y hete-

rofermentativas.

Diferenciacion subespecies Lc. lactis

Agar lactico Elliker

M17
S thermophilus agar

MRS
Rogosa

M17

MSE
LUSM

Agar citrato azida
SBA

Agar MRS-salicina
Agar MRS-sorbitol

BL-OG
Agar lactato sodico

Agar yogur lactico

HHD

Agar diferencial
FSDA

Elliker et al., 1956

Terzaghi et al., 1975
Dave y Shah, 1996

DeMan et al., 1960
Poullet et al., 1993

Terzaghi et al., 1975

Mayeux et al., 1962
Benkerroum et al., 1993

Reinbold et al., 1953
Caridi, 2003

Hull y Roberts, 1984
Hull y Roberts, 1984

Lim et al., 1995
Vedamuthu et al., 1967

Matalan et al., 1986

McDonald et al., 1987

Reddy et al., 1972
Huggins y Sadine, 1984

Adaptado de Marth (2001).

M = Milieu; MRS = De Man, Rogosa y Sharpe; MSE = Mayeux, Sandine y Elliker; LUSM =
Leuconostoc Selective Medium; SBA = Slanetz-Bartley Agar; BL-OG = Blood-glucose Liver Oxgall
Gentamycin Agar; HHD = Hidrobacteriograma Diferencial; FSDA = Fast-Slow Differenciation Agar.

En algunos de estos trabajos se aislaron e identificaron las cepas lacticas a partir
de leches y/o quesos artesanos de oveja para conocer los microorganismos presentes y

estudiar su multiplicacion, supervivencia e implicacion en los procesos de elaboracion y
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maduracion de quesos (Ferndndez del Pozo et al, 1988; Poullet et al., 1991; Poullet et
al., 1993; Ortigosa et al., 1999; Medina et al., 2001; Caridi, 2003). Mientras que en
otros trabajos el objetivo de la caracterizacion tecnoldgica de las cepas fue el de
incluirlas posteriormente en los fermentos iniciadores, posibilitando produciones
industriales de quesos con caracteristicas similares a los artesanos (Arizcun et al., 1997;
Cogan et al., 1997; Elortondo et al., 1998; Durlu-Ozkaya et al., 2001).

Las bacterias lacticas presentes en la leche varia de explotacion a explotacion y
fundamentalmente dependen de la calidad higiénica del ordefo. Por ejemplo,
Lactococcus ssp. fueron los microorgamismos mas encontrados en leches para la
elaboracion de queso Idiazabal (Elortondo et al., 1998) y Casar de Céceres (Poullet et
al., 1991), mientras que Lactobacillus ssp. fueron mayoritarios en leche utilizada para la
elaboracion de queso La Serena (Ferndndez del Pozo et al., 1988). En otro trabajo con
leche de oveja utilizada para la elaboracion de queso del noroeste Argentino las
bacterias mas abundantes encontradas fueron del género Enterococcus indicando que el
método de ordefio utilizado tenia deficiencias higiénicas (Medina et al., 2001).

En quesos artesanos los microorganismos lacticos mas aislados en los primeros
dias de maduracion son Lactococcus ssp. (Cogan et al, 1997). La dominancia de
Lactococcus spp. en los primeros dias de maduracion de los quesos elaborados con
leche cruda es bien conocida (Nufiez et al., 1976; Nuiez, 1978; Litopoulon-Tzanetaki et
al., 1992; Tornadijo et al., 1995; Centeno et al., 1996; Zarate et al., 1997; Estepar et al.,
1999), y se puede explicar por el elevado numero de estas bacterias en la leche. En las
etapas posteriores del madurado (30 a 45 dias), la proporcion entre Lactococcus spp. y
Lactobacillus spp. se invierte y pasan a dominar Lactobacillus spp. (Nufiez et al., 1976;
Nuiez, 1978; Ordonez et al., 1977; Litopoulon-Tzanetaki et al., 1992; Mas, 1992).

Elortondo et al. (1998) aislaron en leche y cuajada Lactococcus ssp. y
Lactobacillus ssp ~57 y 14%, respectivamente, mientras que en queso madurado
aislaron un 10% de Lactococcus ssp. y un 31% de Lactobacillus ssp. Estos resultados
pueden deberse a que en etapas posteriores de la maduracion escasea la lactosa, por lo
que el nimero de Lactococcus (homofermentativos) declina, mientras que Lactobacillus
ssp. (heterofermentativos) al utilizar otras fuentes de energia, dominan el medio.
También pueden influir otros factores, como la concentracion de sal en humedad, pues
concentraciones superiores a 4% inhiben el crecimiento de algunos Lactococcus ssp.

Sin embargo, cuando las medidas higiénicas tomadas durante el ordefio,

transporte y elaboracion de quesos son deficientes predominan las bacterias del género
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Enterococcus del principio hasta al final de la maduracion (Ordoéiiez et al., 1978; Suarez
et al, 1983). Medina et al. (2001) observaron que los aislamientos de bacterias de leche
cruda de oveja estaban compuestos por Enterococcus ssp., Lactobacillus ssp.,
Lactococcus ssp. y Leuconostoc ssp. en un 48, 30, 14 y 8%, respectivamente. En los
quesos de 30 dias de maduracion elaborados con esta leche encontaron mas
Enterococcus ssp. (~59%) y también mas Lactobacillus ssp. (41%).

Las bacterias lacticas menos aisladas en leche, cuajada y queso corresponden al
género Leuconostoc. Esto es debido a la poca selectividad de los medios de cultivo y el
nimero muy pequefio de leuconostoc presentes en estos productos, pues requieren
nutrientes complejos para su correcto desarrollo, como vitaminas del complejo B
(Garvie, 1984; Jordan y Cogan, 1993).

En lo que respecta a microorganismos patogenos, durante los primeros 60 dias
de maduracion de los quesos elaborados con leche cruda todos ellos pierden viabilidad
debido al efecto combinado de los bajos valores de pH, concentracion de sal, actividad
de agua, bacteriocinas, etc. en el interior del queso (Johnson et al., 1990a,b,c). La
produccion de bacteriocinas por las LAB en quesos ha sido demostrada en particular en
bacterias lacticas aisladas de leche cruda de oveja, por ejemplo Enterococcus faecalis
(Oumer et al., 2001), Enterococcus faecium (Oumer et al., 2001a), Lactobacillus
curvatus (Casla et al., 1996), Lactobacillus paracasel subsp. paracasel (Atanassova et
al., 2001) y Lactococcus lactis subsp. lactis (Moschetti et al., 2001). Diferentes autores
han estudiado el efecto de las bacteriocinas en la reduccién de microorganismos
patdégenos como Listeria monocytogenes (Rodriguez et al., 2001), Bacillus cereus

(Morgan et al., 2001), Staphylococcus aureus (Olasupo et al. 1999) en quesos.

1.2.3- PROPIEDADESDESEABLESDE LASBACTERIASLACTICAS

Las propiedades especificas deseadas en cultivos lacticos iniciadores dependen del
producto a elaborar, pero que pueden resumirse en dos: produccion rapida de acido y
una correcta produccion de sabor/aroma (Hassan y Frank, 2001). Debido a que algunos
microorganismos autoctonos poseen lenta capacidad de acidificacion y/o producen
sabores anormales (a fruta, amargo, malta, etc.) es importante la correcta caracterizacion
tecnoldgica de cada cepa aislada para la formulacion de los fermentos lacticos

iniciadores autdctonos.
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Buchenhiiskes (1993) resumi6 los criterios de seleccion para las bacterias lacticas
destinados para la fermentacion de los alimentos; éstos incluyen (1) falta de
patogenicidad o actividad toxica (p.e. produccion de aminas biogénicas), (2) la
habilidad de producir cambios deseados (acidificacion, protedlisis y lipdlisis que
contribuyen en el sabor, aroma y textura de los derivados de la leche), (3) la habilidad
de dominar la microbiota competitiva (acidificacion y produccion de bacteriocinas), (4)
la facilidad de propagacion, (5) la facilidad de preservacion, y (6) la estabilidad de las
propiedades deseables durante los cultivos y almacenamiento.

En la Tabla 4 se encuentran algunas de las pruebas que se pueden realizar para
caracterizar tecnologicamente las cepas lacticas autdctonas. Podemos decir que aunque
hay varias formas de caracterizar tecnologicamente una cepa, normalmente se evaltian
las capacidades acidificantes, proteolitica, lipolitica y de produccion de gas.

La determinacion de la capacidad acidificante se puede realizar de dos formas,
cualitativamente mediante la observacion de la coagulacion de la leche y
cuantitativamente determinando las curvas de acidificacion (Amariglio, 1986; IDF,
1995). La capacidad proteolitica de una cepa puede determinarse cualitativamente con
los medios de cultivos Litmus Milk (Harrigan y McCance, 1976) o FSDA (Huggins y
Sandine, 1984) o cuantitativamente con los métodos espectrofotométricos utilizando o-
phthaldialdehido (Church, 1983), cadmio-ninhidrina (Forkertsma y Fox, 1992), acido
trinitrobenzenosulfonico (Jarrett et al., 1983), tirosina (IDF standard 149 A, 1997) y
métodos fluormétricos (Wallace y Fox, 1998).

Actualmente se usan varios métodos y solventes para extraer los compuestos
nitrogenados solubles del queso, que varian con respecto a la cantidad y tipos de
péptidos y aminoacidos a extraer. La solubilidad en agua a pH 4,6 es un método
ampliamente usado, y que sirve para iniciar el fraccionamiento de los compuestos
nitrogenados en el queso o como un indice bruto de proteolisis. Este método solo
requiere equipo simple para la preparacion del extracto, y el volumen de los compuestos
nitrogenados del extracto puede ser cuantificado por el método de Kjeldahl o por
métodos espectrofotométricos utilizando el reactivo ninhidrina o acido trinitrobenzeno

sulfonico (TNBS) (Farkye y Fox, 1990).



Tabla 4- Algunas pruebas utilizadas en la caracterizacion tecnologica de las bacterias

lacticas empleadas en cultivos iniciadores.

Objetivo Pruebas

Efecto sobre el sabor, aroma y textura

Velocidad de acidificacion (a diferentes temperaturas)

Insensibilidad a los fagos (en relacion con otras cepas)

Compatibilidad con otras cepas (ausencia de inhibicion

y produccién de bacteriocinas)

Fermentacién de la leche < Resistencia a las temperaturas de coccion
Actividad proteolitica

Actividad lipolitica

Produccion de gas

Halotolerancia

Produccion de mucopolisacaridos

KProduccién de aminas bidgenas

‘
Rendimiento en la fermentacion industrial
Medicion de la biomasa

Produccion de cultivos < Mantenimiento de la viabilidad/actividad durante el

proceso de fabricacion

Estabilidad en forma liofilizada/congelada

\ Actividad del cultivo para inoculacion directa

Fuente: Early (1998).

La capacidad lipolitica puede determinarse mediante los métodos Agar Tributirina
(Oterholm et al., 1968), Agar Nata y API-ZYM. Finalmente, la capacidad de produccion
de gas se determina con Campana de Durhan en el medios de cultivo liquidos (Caldo
Nutritivo lactosado o MRS mas glucosa) (Centeno et al., 1996).

Como se observa en la Tabla 5 también se pueden realizar otras determinaciones
utiles, como la proporcion de acidificacion méaxima (Vy,) (Spinnler y Corrieu, 1989), la

capacidad del cultivo de responder a un nuevo ambiente (Barreto et al., 1991), la
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medicion de la biomasa a través del recuento total de las bacterias lacticas en placa de
petri (Olivares et al., 1993) o mediante determinacion de conductancia e impedancia
(Lanzanova et al., 1993; Tsai y Luedecke, 1989), la producciéon de B-galactosidasa
(Ord'Zez y Jeon, 1995) y la estabilidad del cultivo durante el almacenamiento (Demirci

y Hemme, 1995).

1.2.4- DEFINICION Y TIPOS DE FERMENTOS

Los fermentos lacticos son cultivos puros en proporciones definidas de diferentes
bacterias lacticas, las cuales al multiplicarse en la leche y en el queso garantizan las
funciones esenciales de disminuir el pH (acidificacion) y contribuir al desarrollo de las
carateristicas organolépticas de los devivados lacteos (Eck, 1990; Stanley, 1998).

La Tabla 5 muestra una clasificacion de los fermentos lacticos iniciadores
utilizados en la elaboracion de productos lacteos. Para un fermento iniciador
homofermentativo el 4cido lactico es el tnico producto residual del metabolismo de la
lactosa, ruta que las bacterias utilizan para producir energia en forma de adenosin-tri-
fosfato (ATP). Sin embargo, algunos fermentos lacticos heterofermentativos ademas del
acido lactico producen como metabolitos &cido acético, acido propidnico, etanol,
diacetilo, acetoina, dioxido de carbono, entre otros (McSweeney y Sousa, 2000).

Segun su temperatura Optima de crecimiento se puede clasificar a los cultivos
lacticos iniciadores en mesoéfilos, que se emplean cuando los procesos fermentativos se
llevan a cabo a temperaturas entre 10-40°C, o termofilos que se emplean cuando los
procesos fermentativos se llevan a cabo a temperaturas entre 30-50°C (Cogan, 1996).

Comercialmente se utilizan tres tipos de fermentos para la elaboracion de quesos los
cultivos puros, mixtos y natural. Los fermentos de cultivos puros, estan formados por
una sola cepa de bacterias lacticas que puede ser una cepa de lactococos mesofilo,
Streptococcus thermophilus, Leuconostoc o un lactobacilo terméfilo (Eck, 1990). Estos
fermentos son sensibles a los fagos y deben ser empleados en alternancia (rotacion) de
cepas no emparentadas a nivel fagico. El empleo de fermentos constituidos por una sola
cepa seleccionada a partir de cultivos secundarios resistentes a los fagos, también ha

sido propuesto (Eck, 1990).
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Tabla 5- Clasificacion de los fermentos lacticos

Tipo Definicion
R
Homo- El tinico metabolito producido por las bacterias
Fermentativos  lacticas es el acido lactico
Fermentacion {
Hetero- Ademas de acido lactico las bacterias producen otros
Fermentativos  metabolitos como acido acético, propionico, etanol,
CO,, etc.
\
(Mesofilos Los procesos de fermentacion ocurren a temperaturas
comprendidas entre 10-40°C
Temperatura
Optima de Termofilos Los procesos de fermentacion ocurren a temperaturas
crecimiento < comprendidas entre 30-50°C
Mixto Los procesos de fermentacion ocurren a temperaturas
comprendidas entre 30-40°C
\
(Puro Constituido solamente por una cepa de bacterias
Lacticas
N° de cepas Mixto Constituido por una mezcla de cepas de bacterias
< lacticas bien definidas
Natural Constituido por una mezcla de cepas de bacterias
L lacticas indefinidas
(o, . . ..
Liquidos Vendidos en estado liquido
Forma Deshidratados ~ Vendidos en estado so6lido por deshidratacion
comercial
Congelados Vendidos en estado solido por congelacion
Liofilizados Vendidos en estado sélido por liofilizacion
\

Normalmente los fermentos lacticos iniciadores son cultivos mixtos de varios

géneros, especies o cepas de bacterias lacticas que juntos constituyen un cultivo

dindmico y complejo. Las cepas lacticas difieren en la velocidad de crecimiento,

produccion de dacido, actividad proteolitica, lipolitica, produccion de bacteriocina,
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sensibilidad y resistencia a los fagos, etc. (Demirci y Hemme, 1995). Sin embargo,
algunos microorganismos, pueden convertirse en dominantes, bien sea por la
produccion de bacteriocinas (nisina o lacticina) o bien por sus caracteristicas de
crecimiento (tiempo de latencia y/o de generacion). Estos fendmenos exigen una
vigilancia de los fermentos mixtos en el momento de los repicados sucesivos (Choisy,

1990a; Hassan y Frank, 2001).

Los fermentos naturales estan formados por mezclas cuya composicion exacta es
indeterminada. Por ejemplo los cuajos artesanos, empleados en queserias del Jura o de
los Alpes, contienen generalmente diferentes especies de lactobacilos (Lactobacillus

fermentum, helveticus y lactis) y de estreptococos (S thermophilus) (Eck, 1990).

1.2.5- PAPEL DE LOSFERMENTOSLACTICOS

Las bacterias lacticas pueden contribuir al sabor de tres maneras: en primer lugar
modificando las condiciones del medio para que tengan lugar las reacciones enzimaticas
y no enzimaticas (Eck, 1990), por ejemplo, por acidificacion y cambios del potencial
redox en el queso; en segundo lugar produciendo metabolitos que contribuyen al sabor
directamente a partir de la lactosa o el citrato (Farye y Fox, 1990; Stanley, 1998;
McSweeney y Sousa, 2000); y por ultimo hidrolizando las proteinas y la grasa de la
leche dando origen a la liberacion de péptidos, aminoacidos y acidos grasos volatiles

(Farye y Fox, 1990; Stanley, 1998; McSweeney y Sousa, 2000).

La funcioén principal de las bacterias lacticas es la acidificacion de la leche y sus
derivados. Ellas transforman la lactosa en acido lactico, bajando el pH del medio hasta
valores que inhiben el crecimiento de los microorganismos patdgenos y alterantes
(Stanley, 1998). Ademas de la acidificacion favorece la expulsion de suero de la cuajada
durante el proceso de prensado del queso, contribuyendo de esta forma en la reducion
del contenido en humedad y ejerciendo asi un mayor efecto conservante (Stanley,
1998). La acidez final o los valores de pH de la cuajada, determinan en gran parte la
textura final del queso. Segun Stanley (1998) los quesos con un pH de 5,2-5,5 presentan
una textura elastica porque los agregados proteicos se encuentran en forma globular
parecida a la que poseen en la leche (10-15 nm de didmetro). En los quesos de pH bajo

(pH 4,8) como los ingleses Cheshire y Lancashire, los agregados proteicos son mas
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pequetios (3-4 nm) y la textura se define como pasta corta, no cohesiva o desmenuzable
(Early, 1998).

Ademas del acido lactico, los microorganismos producen otros metabolitos al
fermentar los carbohidratos de la leche (acido acético, acido pirtivico, acido propiodnico,
acido butirico, etc) que influyen en el sabor/aroma (Gonzalez del Llano et al., 1995).
Algunas subespecies de bacterias lacticas producen determinadas sustancias importantes
en el sabor de los quesos, por ejemplo, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar.
diacetylactis produce diacetilo y Lactococcus lactis ssp. cremoris produce acetoina.
Otras especies son productoras de CO, que produce los ojos redondos en la pasta del
queso, y aunque otros géneros pueden tener cepas productoras de gas, normalmente se
utiliza las cepas del género Leuconostoc (McSweeney y Sousa, 2000).

Durante la maduracion de los quesos, la proteodlisis es catalizada por enzimas del
extracto coagulante (quimosina y pepsina), de la leche (plasmina, catepsina D y quizas
otras proteinasas de células somaticas), del fermento iniciador, de las bacterias lacticas
que no pertenecen al fermento iniciador, del fermento secundario (por ejemplo, P.
camemberti, P. roqueforti, Propionibacterium ssp., Br. linens) y por las proteinasas y/o
peptidasas exdgenas utilizadas para acelerar la maduracion (McSweeney y Sousa,
2000). Por ejemplo, en los quesos de pasta blanda madurados por mohos, la textura es
inicialmente firme, pero evoluciona hasta convertirse en una textura blanda, casi ‘fluida’
por accion de la microbiota secundaria (P. camenberti y levaduras) que neutraliza el
acido lactico y va hidrolizando la caseina por accion de sus enzimas proteoliticas
(McSweeney y Sousa, 2000).

La lipdlisis, que consiste en la liberacion de &cidos grasos volatiles a partir de la
grasa de leche, contribuye significativamente en el sabor de los quesos. Los acidos
grasos volatiles contribuyen al sabor del queso, particularmente cuando estan
correctamente equilibrados con los productos de proteolisis u otras reaciones (Bosset et
al., 1993; Rychlik et al., 1997). Sin embargo, una lip6lisis extensa es considerada
indeseable porque los niveles altos de acidos grasos en quesos originan fendémenos de

rancidez.
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1.3- FABRICACION DE QUESO

1.3.1- PROCESO GENERAL DE ELABORACION DE QUESO

La fabricacion del queso tiene como principio la concentracion de la caseina y
grasa en un factor de 6 a 12, segun la variedad. Esta concentracion se consigue
normalmente por coagulacion de la caseina, formando un gel donde queda retenida la
grasa. Cuando este gel se corta o se rompe y se contrae (sinéresis) libera el lactosuero,
que contiene principalmente proteinas solubles, la lactosa y una parte de los
componentes salinos. La sinéresis depende fundamentalmente de la temperatura, pH,
agitacion, concentracion proteica y los iones de calcio (Eck, 1990; Walstra et al., 2001).

La coagulacion de la leche se induce habitualmente por el uso de enzimas
especificas pertenecientes a las familias de las proteasas acidas o aspartoproteasas, que
hidrolizan la k-Cn. También la coagulacion de la leche puede lograrse por precipitacion
isoeléctrica (pH ~4,6) mediante una acidificacion de origen bioldgico (bacterias
lacticas) o quimico (p.e. glucono-6-lactona), y por calentamiento de la leche a 80-90°C a
pH ~5,2 (Eck, 1990).

La transformacion de la leche en queso, tradicionalmente se divide en las
siguientes etapas: tratamiento previo de la leche, coagulacion, desuerado, moldeado,
prensado, salado y maduracion (Eck, 1990; Luquet, 1991, Scott, 1991; Sprerr, 1991;
Walstra, 1999). Segtin el tipo de queso que se desea elaborar, estas etapas pueden verse
sometidas a pequefias modificaciones en intensidad, duracién, nimero y orden. Las

etapas de elaboracion del queso se pueden resumir del siguiente modo:

a) Tratamientos previos: Conjunto de operaciones a las que se somete la materia
prima (leche), previamente a la elaboracion del queso y basicamente destinadas
a la limpieza fisica, microbiana, normalizaciébn o estandarizacion y
conservacion. La primera operacion consiste en la limpieza de los contaminantes
fisicos (pelos y otras particulas solidas), y se realiza utilizando los métodos de
tamizacion, filtracion y/o clarificacion por centrifugacion.
La normalizacion de la leche se lleva a cabo para facilitar las otras etapas de

fabricacion y para uniformizar los productos acabados. Esta puede ser realizada
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b)

d)

g)

mediante el desnatado o adicion de nata a la leche para la normalizacion de la
grasa, por adicion de caseina en polvo o ultracentrifugacion para concentracion
de la leche y adicion de CaCl, para equilibrar los iones de calcio.

La limpieza microbiana consiste en la eliminacién de la mayor parte de los
microorganismos presentes en la leche a través de los tratamientos de
termizacion, bactofugacion, pasterizacion y microfiltracion. Finalmente la
conservacion de la leche se hace por refrigeracion.

Coagulacién: Como se ha comentado anteriormente, consiste en la
desestabilizacion de la fase micelar por adicion de enzimas (cuajo) y/o acidos
que provocan la gelificacion de la leche, atrapando en su interior el agua, los
glébulos grasos y las bacterias.

Desuerado: Se inicia con el corte del gel, tras el cual el proceso se regula
mediante agitacion y/o tratamiento térmico adecuados. Durante esta etapa de
fabricacion ocurre la sinéresis y la separacion de las fases solida y liquida con
obtencion de la cuajada. El desuerado permite la regulacion de la humedad y del
contenido en lactosa de la cuajada mediante desmineralizado y deslactosado.
Moldeado: Consiste en llenar los moldes con cuajada obtenida tras la
separacion de la mayor parte del lactosuero. Con esta operacion se da la forma y
tamafio de los quesos.

Prensado: En esta etapa de elaboracion la cuajada en el interior de los moldes es
sometida a presion que permite completar el desuerado de la cuajada y regular la
humedad del queso. Los microorganismos lacticos presentes en el queso al
utilizar la lactosa como nutriente, producen acido lactico acidificando asi la
cuajada.

Salado: La adicion de sal (NaCl) al queso recién obtenido puede realizarse por
salado en seco o por inmersion en salmuera. El salado tiene un efecto
conservante, pues disminuye la actividad de agua regulando de esta forma la
actividad microbiana y enzimatica, favorece la formacion de la corteza y
también contribuye al sabor de los quesos.

Maduracion: Se lleva a cabo en camaras con temperatura y humedad relativa
controladas. En este periodo, ocurre la evaporacion de agua, formacion de la
corteza y los complejos fendmenos bioquimicas (glicolisis, protedlisis y
lipdlisis) que permiten la neutralizacion parcial del pH de la pasta y la formacion

de los compuestos aromaticos (aminoacidos libres, dcidos grasos libres, etc.)
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1.32- FENOMENOS BIOQUIMICOS DURANTE EL PROCESADO Y
MADURADO DEL QUESO

Durante la maduracion de los quesos intervienen numerosos fendmenos
bioquimicos como la glicdlisis, protedlisis y lipolisis, reacciones que influyen en la
composicion, aspecto, textura, sabor y aroma de los quesos (Desmazeaud y Gripon,
1977; Law, 1981, 1984). En esta seccion se comentardn brevemente estos procesos
haciendo hincapi¢ en el papel de los fermentos y/o microbiota natural de la leche sobre

ellos.

1.3.2.1- Glicdlisis

La glicdlisis es la fermentacion de lactosa residual a 4cido lactico, producida por
las bacterias lacticas del fermento iniciador afiadido y/o por la microbiota natural de la
leche en quesos elaborados con leche cruda (Farkye y Fox, 1990; McSweeney y Sousa,
2000).

La produccion de acido lactico afecta decisivamente a casi todas las etapas de la
fabricacion del queso, condicionando la composicion y calidad finales (Fox et al.,
1990). El desarrollo de la acidez incrementa la sinéresis de la cuajada, que a su vez
afecta a la composicion y asi al madurado y la calidad final del queso.

El pH al cual se produce el desuerado determina el contenido mineral de un
queso, la pérdida de calcio y fosfato procedentes de las micelas de caseina es un factor
decisivo en la protedlisis posterior y asi condiciona la estructura basica y textura del
queso (Lawrence et al., 1983). Como consecuencia, cuajadas con un pH muy bajo,
tienen en general una textura quebradiza, mientras que cuajadas con pH mas elevados,
como en el queso Emmental, tienden a ser mas elasticas y manejables (Lawrence et al.,
1983).

O’Keeffe et al. (1975) y Creamer et al. (1985), observaron que la caseina se
hidroliza mas rapidamente a bajo pH debido principalmente a la solubilizaciéon del
complejo fosfato calcico coloidal de las micelas de caseina que forman la cuajada,
haciendo que las micelas sean mdas susceptiles a la proteolisis. Paralelamente, se

produce también mas retencion de quimosina (enzima principal de los extractos de
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cuajo), mas activa a pH dacido, siendo ésta la principal causa del incremento de
proteolisis que exhiben los quesos de bajo pH.

El pH afecta también la cantidad de sal retenida durante el salado, como se ha
observado en cuajadas tipo Cheddar que retienen mas cantidad de sal a pH mas alto y

viceversa (Gilles, 1976).

1.3.2.2- Lipdlisis

La lip6lisis es un fendmeno bioquimico que consistente en la liberacion de
acidos grasos a partir de la grasa del queso, compuestos importantes en el desarrollo de
sabor y aroma (Farkye y Fox, 1990; McSweeney y Sousa, 2000).

La leche contiene una lipasa muy potente, la lipoprotein-lipasa, con una relativa
estabilidad térmica, pues se requiere un tratamiento térmico de 15 s a 78°C para
alcanzar su inactivaciéon completa (Driessen, 1985). Asi, es probable que esta lipasa
tenga alguna contribucion a la lip6lisis en queso fabricado a partir de leche pasterizada.

Los quesos con cultivos adjuntos fingicos, especialmente los de vena azul, son
los que presentan un nivel mas elevado de lip6lisis, donde mas del 25% del total de los
acidos grasos son liberados en algunas variedades (Gripon, 1993). Esta intensa lipolisis
se debe principalmente a las lipasas extracelulares liberadas por Penicillium roqueforti y
P. camembert (Gripon, 1993).

Algunas bacterias acido lacticas, especialmente Lactococcus y Lactobacillus,
presentan actividad lipasica y esterasica pequefias pero cuantificables (Kamaly et al.,
1990). Freitas et al. (1999) y Katz et al. (2002) observaron actividad lipolitica en cepas
de Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum, Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis en agar tributirina.
Herreros et al. (2003) cuantificaron con el método API-ZIM las actividades de la lipasa
y esterasa, de diferentes microorganismos aislados de queso Armada, observando que
una cepa de Lactococcus lactis subsp. cremoris present6 una actividad enzimatica de 10
nmol de lipasa y 10 nmol de esterasa-lipasa, 4 cepas de Lactobacillus casei subsp. casei
presentaron 5-20 nmol de actividad esterasa-lipasa y 10-20 nmol de esterasa. Menéndez
et al. (1999) estudiaron las actividades enzimaticas de 4 cepas de lactobacilos aisladas
de queso Arzua-Ulloa, encontrando que todas mostraron actividades esteardsica y/o
estearasa-lipasa (~5-30 nmol). Estos estudios demuestran la actividad lipolitica de

algunas cepas lacticas en el proceso de maduracion de los quesos.

53



1.3.2.3- Protedlisis

La protedlisis es el fendmeno bioquimico mas importante durante la maduracion
del queso y ha sido objeto de numerosos estudios (Grappin et al., 1985; Fox, 1988,
1989a; Fox y Law, 1991; Farkye y Fox, 1990; McSweeney y Sousa, 2000). Los
procesos proteoliticos contribuyen directa e indirectamente al gusto y aroma del queso,
potenciando el sabor al provocar la liberacion de compuestos sdpidos durante la
masticacion (aminoacidos libres). Por otra parte, la proteolisis determina de modo
decisivo el desarrollo de la textura, debido a la ruptura de la red de caseina y al aumento

de pH (Fox, 1989; Farkye y Fox, 1990; McSweeney y Sousa, 2000).

En la mayoria de las variedades de queso, la hidrolisis inicial de las caseinas es
causada por las enzimas coagulantes residuales y en menor grado por la plasmina y tal
vez por la catepsina D (McSweeney y Sousa, 2000). Sin embargo, se ha observado que
las proteasas del fermento y de la microbiota que no forma parte del fermento pueden
también degradar las caseinas (Fox y Stepaniak, 1993). Esta hidrolisis origina péptidos
grandes (insolubles en agua) y medianos (solubles en agua) que son posteriormente
degradados por las enzimas coagulantes y de los microorganismos. La produccion de
pequenos péptidos y aminoacidos libres es finalmente causada por la accion de las

proteasas y peptidasas microbianas.

McSweeney et al. (1993) observaron que aquellos quesos elaborados con leche
cruda (que poseen la microbiota endogena de la leche) exhibieron mayores
concentraciones de aminoécidos libres totales (AA) que sus correspondientes quesos
control de leche pasteurizada (~6,5 y 4 mg Leu. g queso, respectivamente). Estos
resultados fueron explicados por la mayor actividad peptidasica en los quesos de leche
cruda, presumiblemente originada por los microorganismos de la microbiota endégena

de la leche cruda.

De la misma forma, Lane y Fox (1996), Lynch et al. (1997 y 1999) elaboraron
queso Cheddar utilizando un fermento y una combinacion de diferentes especies de
lactobacilos (Lb. casei subsp. casei, Lb. pseudoplantarum, Lb. curvatus, Lb. plantarum,
etc) como fermentos adjunto. En estos trabajos se observé una mayor concentracion de
AA en los quesos elaborados con el fermento adjunto de lactobacilos, indicando que las

peptidasas de los lactobacilos contribuyen a la liberacion de AA.
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La presencia de la microbiota autdctona de la leche cruda modifica también el
perfil peptidico de los quesos, principalmente en las cantidades de péptidos hidrofilicos
e hidrofobicos. De acuerdo con Gonzalez del Llano et al. (1995) los péptidos
hidrofobicos se relacionan con los sabores amargos del queso. La menor cantidad de
péptidos hidrofobicos encontrada en los quesos elaborados con leche cruda esta
relacionada con los mayores recuentos de bacterias autdctonas observados en estos
quesos. Estas bacterias presentan una gran actividad peptiddsica, y serian las
responsables de hidrolizar los péptidos hidrofobicos en este tipo de quesos (Beuvier et

al. 1997; Ginzinger et al. 1999a).

1.3.3- USO DE CEPAS LACTICAS AUTOCTONASEN LA FABRICACION DE
QUESOS

Los consumidores aprecian los quesos artesanos por sus singulares
caracteristicas de sabor y aroma, que es generalmente atribuida a la actividad
metabolica de la microbiota autdctona presente en la leche cruda (Beuvier et al., 1997;
Bachmann et al., 1998; Ginzinger et al., 1999; Skeie y Ardo, 2000; Rehman et al.,
2000).

Tradicionalmente los quesos artesanos han sido elaborados con leche cruda sin
fermentos lacticos afiadidos. Sin embargo, el contenido y variedad de microorganismos
lacticos de la leche cruda son normalmente muy inconstantes (Gonzalez et al., 2003).
Esto puede originar problemas tales como la acidificacion lenta (que no inhibe el
desarrollo de los microorganismos patdgenos y alterantes del queso) y una falta de
uniformidad del producto final. Deseando corregir estos inconvenientes, los fabricantes
de quesos han comenzado a utilizar fermentos lacticos comerciales. Aunque esto
resuelve los problemas microbioldgicos, puede ocasionar una pérdida gradual de las
cepas salvajes alterando las propiedades tipicas de los quesos. Ademas, un mismo
fermento comercial es utilizado para fabricar varios tipos de quesos, originando
productos finales escasamente discernibles entre si (Gonzalez et al., 2003).

La pasteurizacion de la leche permite obtener productos lacteos con mejores
caracteristicas higiénicas, pues con este proceso se destruyen la mayor parte de los
microorganismos patdgenos y alterantes del queso. Sin embargo se ha visto que los
quesos elaborados con leche pasteurizada tienen menor sabor que los de leche cruda

(Gaya et al., 1990; McSweeney et al., 1993; Beuvier et al., 1997; Bachmann et al.,
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1998; Ginzinger et al., 1999; Rehman et al., 2000; Gomez-Ruiz et al., 2002; Fernandez-
Garcia et al., 2002). Los cambios en leche causada por la pasteurizacion incluyen la
inactivacion de enzimas, ligera denaturacion de las proteinas del suero, y destruccion de
microbiota termolabil. Segin McSweeney et al. (1993) la destruccion de la microbiota
de la leche, principalmente las bacterias lacticas que no forman parte del fermento,
probablemente sea el factor mas influyente en el proceso de maduracion.

Varios autores han observado que, la utilizacion de leche pasteurizada y
fermentos lacticos autdctonos ayuda a obtener productos lacteos con caracteristicas
similares a los productos elaborados con leche cruda (Centeno et al., 1996; Medina et
al., 2001; Gonzalez et al., 2003,).

Por todas estas razones, existe un gran interés en el estudio de los fermentos
lacticos autoctonos, y poder asi utilizarlos a escala industrial en la fabricacion de
quesos tradicionales que conserven sus propiedades tipicas y sean simultaneamente mas
seguros desde el punto de vista higiénico (Centeno et al., 1996; Menéndez et al., 1998,
1999; Estepar et al., 1999; Medina et al., 2001; Alonso-Calleja et al., 2002; Caridi,
2003; Gonzalez et al., 2003; Herreros et al., 2003; Pérez et al., 2003).

En la Tabla 6 se puede observar algunos de los trabajos realizados en el empleo
de cepas lacticas autoctonas como fermento iniciador y su influencia en las
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales durante el proceso de
elaboracion y maduracion de quesos.

Medina et al. (1991), Gémez et al. (1999) y Gonzalez et al. (2003) observaron
que las cepas lacticas autdctonas utilizadas en la elaboracion de los quesos
experimentales La Serena, Manchego e Ibores, respectivamente, disminuyeron
rapidamente el pH a valores que inhibieron el desarrollo de los microorganismos
indeseables. Estos autores también observaron que las concentraciones de caseinas
residuales fueron mas altas en quesos elaborados con fermentos autoctonos en
comparacion con los quesos control. Es posible que los pH mas bajos en los quesos
experimentales hayan inhibido las actividades de las enzimas proteoliticas endogenas de
la leche (Tzanetakis et al., 1995). Los valores de nitrogeno soluble (NS) y nitrégeno
soluble en acido tricloroacético (NSTCA) fueron mas bajos en los quesos elaborados
con fermentos autoctonos, mientras que Candioti et al. (2002) encontraron valores
similares de pH y NS entre el queso experimental y control.

Los microorganismos lacticos autoctonos afectan las caracteristicas sensoriales

del queso de diversas maneras; mientras que algunos autores han observado que los
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quesos elaborados con los fermentos lacticos autoctonos fueron similares a los quesos
control, otros obtuvieron valoraciones sensoriales mayores o menores. Gémez et al.
(1999), Alonso-Calleja et al. (2002) y Gonzélez et al. (2003) encontraron valoraciones
de calidad de sabor y su intensidad similar entre los quesos experimental y control.
Candioti et al. (2002) observaron algunos cambios en las caracteristicas sensoriales,
aunque la calidad global fue alta para todos los quesos. Ortigosa et al. (1999)
encontraron que los quesos experimentales mostraron mayor intensidad en los atributos
refrescante, astringente y dulzura. Ademas los quesos experimentales fueron mas
elasticos y menos amargos. Por otro lado, Medina et al. (1991) observaron que los
valores de pH mas bajos en los quesos elaborados con fermentos lacticos autoctonos

afectaron negativamente la textura y sabor de los mismos.

Alonso-Calleja et al. (2002) demostraron que la correcta caracterizacion
tecnoldgica de las cepas lacticas autdctonas permite seleccionar las cepas con
propiedades deseadas como fermentos iniciadores para las producciones industriales de

queso manteniendo algunas caracteristicas tipicas del queso artesano.
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Tabla 6- Utilizacion de cepas lacticas autdctonas como fermentos iniciadores

Fermento/Control

Conclusiones

Referencia Queso
Lee et al. (1990) Cheddar
Lee et al. (1990) Cheddar
Medina ct al. (1991) La Serena

(oveja)

Requena et al. (1992) Cabra
Gonzalez-Crespo et al. (1993) Cabra
Tzanetakis et al. (1995) Cabra
Lane et al. (1996) Cheddar

Se prueban 10 cepas de lactobacilos
afiadidas en un fermento comercial de Lc.
lactis (control).

1 = Fermento (Lc. lactis+ Lc. cremoris) +
Lb. casei

2 = Fermento + Lb. casei pseudoplantarum

3 =Fermento + Lb. plantarum.

Lc. lactislactisINIA399/ Sin Fermento

Prueban ocho variedades de Lactococcus
ssp.; Lactobacillus ssp. y Leuconostoc ssp.
en diferentes combinaciones

1 = Enterococcus faecalis
2 = Lc. lactislactis
3 = Lc lactis+ Enterococcus faecalis

1 = S. thermophilus + Lb. delbruekii;

2 = Lc. lactislactis + Leuc. mesenteroides
cremoris+ Lb. casei casai;

3 = Lc. lactislactis+ Lb. casel. casel
+ Enterococcus durans;

4 = Lc. lactis. lactis+ Lb. casei casei + E.
durans + L. mesenteroides cremoris

Prueban 6 cepas de lactobacilos
acidificando con fermento (Lc. lactis
cremoris) o con GDL.

El descenso de pH fue mayor al utilizar cepas de Lb. casel rhamnosus, Lb. casei pseudoplantarum
y Lb. plantarum. Concluyeron que las mejores cepas adjuntas al fermento fueron Lb. casei casei y
Lb. casei pseudoplantarum

Los recuentos de lactobacilos alcanzan valores minimos a los ocho meses, coincide con valores
maximos del NSTCA. Concluyeron que las mejores cepas adjuntas al fermento fueron Lb. casei
casel y Lb. casei pseudoplantarum.

Los RTBM Yy la concentracion de NS fueron menores en los QE. El pH fue menor en los QE,
afectando negativamente la textura y sabor

Estos autores observaron que algunos quesos resultaron muy acidos, amargos, con defectos en
sabor y textura, atribuyéndolo a la elevada capacidad de acidificacion del lactococo utilizado. El
pH mas bajo provocé mayor retencion de cuajo y como consecuencia mayor hidrdlisis de la
caseina y mayor NS en el queso.

Los RTBM fueron menores en el tratamiento 2 e intermedio en el 3. Se observd una progresion
mas rapida de la acidificacion durante el prensado en el tratamiento 2, seguido de 3 y del 1. Las
caracteristicas sensoriales de los quesos fueron de pasta reseca, ciega y poco madurado, color
blanco intenso y falta de sabor tipico. Concluyeron que la acidificacion obtenida result6 excesiva,
lo que posiblemente afectd el desarrollo de la protedlisis y el nivel de maduracion de los productos,
sin diferencias apreciables entre los tratamientos.

Los valores de pH y NS fueron mayores en el fermento 1. Los quesos elaborados con el fermento 4
mostraron los mayores valores de AA. Los quesos con mayores concentraciones de AA
presentaron las mejores caracteristicas organolépticas.

Los quesos acidificados con GDL mostraron mayor pH, que disminuy¢ la accion de la quimosina
(observada en los menores valores de NS). Los AA fueron mayores en los quesos acidificados con
fermento con relacion a los con GDL. De igual forma los AA fueron mayores en los quesos
elaborados con lactobacilos afiadidos y la diferencia fue mayor en los quesos acidificados con
GDL, indicando la actividad peptidésica del fermento.

RTBM = recuentos totales de bacterias mesofilas; QE = quesos experimentales; QC = queso control; NS = Nitrogeno soluble; NSTCA = Nitrogeno soluble en acido Tricloroacético AA = aminoacidos libres

totales; GDL = Glucono-8-Lactona
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Tabla 6- (continuacion)

Referencia Queso Fermento/Control

Conclusiones

Goémez et al. (1999) Manchego Lc. lactislactis/ Fermento comercial

1 =Fermento (Lc. lactis cremoris) + Lb. paracasai.

Lynch et al. (1999) Cheddar 2 = Fermento + Lb. plantarum.

LBA = Lc. lactislactis+ Lc. lactis lactis diacetylactis +

Arzha- Lb. casei casei + Lb. pseudoplantarum.
Menéndez et al. (2001) Ulloa LBB = Lc. lactis lactis diacetylactis+ Lb. casei casei +
(vaca) Lb. pseudoplantarum

LC = Lc. lactislactis+ Lc. lactis diacetylactis (control)

Alonso-Callejaetal. - Valdeteja Lc. lactislactis/ Queso Valdeteja artesano

(2002) (cabra)
Reggianito .
Candioti et al. (2002)  Argentino Lb. helveticus SF133, SF138 y SF209/
Fermento natural (suero)
(vaca)
Ibores 1= Lc. lactislactis

Gonzalez et al. (2003) (cabra) 2 = Fermento comercial
3 = Sin fermento (control)

Tipo Saint-
Hynes et al. (2003a) Paulin
(vaca)

Estudian 10 cepas de lactobacilos con dos tipos de
fermento Lc. lactis. lactis o Lc. lactis cremoris.

Los RTBM fueron mayores en QE. El pH, NS y NSTCA fueron mas bajos en QE. La
elasticidad, fracturabilidad y dureza fueron mas altos en QE, mientras que la calidad de sabor y
su intensidad fueron similares.

No se observaron diferencias en la protedlisis primaria de los quesos. Sin embargo los QE
(especialmente el fermento 1) mostraron mayores valores de AA. Los QE mostraron mas sabor,
mas aroma y mas amargor durante la evaluacion sensorial.

Los RTBM al igual que el pH fueron menores en los QE con respecto al control. Los valores de
NS y NSTCA fueron mayores en LBA, correspondiendo los valores minimos al LBB. Los
AGLYV fueron mayores en los lotes elaborados con cepas de Lb. casei (LBA y LBB). Los valores
mas altos en la evaluacion sensorial fueron otorgados al LBA, y los minimos al LBB. La
inclusion de cepas seleccionadas de Lb. casel casel en los fermentos iniciadores parece mejorar
las caracteristicas bioquimicas y organolépticas de esta variedad de queso.

Los QE y QC con leche pasteurizada mostraron caracteristicas sensoriales similares. Se seleccio
un Lc. lactis lactis, productor de acetoina, para ser incluido como fermento iniciador en la
elaboracion industria del queso de cabra Valdeteja.

Los RTBM de QE fueron similares al QC. La capacidad de acidificacion, protedlisis primaria y
lipolisis fueron similares. La protedlisis secundaria fue diferente influyendo en la intensidad del
sabor del queso, aunque la calidad global fue alta para todos los quesos

Los QE presentaron menor recuento de coliformes y estafilococos coagulasa-positivo con
relacion a los QC. QC (sin fermento) presentaron mayores valores de pH. Los valores de NS y
NSTCA fueron mas altos en QC. Durante la evaluacion sensorial se otorgaron mayores valores a
algunos QE, aunque las diferencias no fueron significativas con respecto al QC.

La protedlisis primaria fue similar para los QE y QC. La concentraciéon de AA fue mayor en los
quesos elaborados con fermento Lc. lactis cremoris. Observaron también el efecto sinérgico,
pues determinadas cepas adjuntas producian mayor concentracion de AA con un fermento que
con el otro.

AGLYV = acidos grasos libres volatiles
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2- ANTECEDENTES, OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO
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2.1—- ANTECEDENTES

Este trabajo esta enmarcado en el proyecto de investigacion Cientifica y
Desarrollo Tecnoldgico (Modalidad P4) para la recuperacion y optimizacion de los
quesos tradicionales de la Comunidad Valenciana, elaborados con leche de oveja
Guirra. El objetivo ultimo de este proyecto es proporcionar a la industria lactea los
procesos de elaboracion optimizados de los quesos elaborados con leche de oveja
Guirra, con un coste asumible y sin impedimentos legales, que mejoren la calidad de los
productos que actualmente se fabrican y contribuyan a desarrollar la ganaderia de la
Comunidad, para en el futuro poder obtener la Denominacién de Calidad o de Origen.

Segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion en la Comunidad
Valenciana se obtuvieron 481.000 litros de leche de oveja, de los que 167 mil se
transformaron en queso en las propias explotaciones ganaderas y 314 mil se destinaron
a su industrializacidon, mayoritariamente a la fabricacion de quesos de mezcla (MAPA,
2001). La produccion total espafiola del mismo afio fue de ~349 millones de litros, de
los que ~24 millones se transformaron en queso en las propias explotaciones ganaderas.
Se deduce que la transformacion de leche de oveja de la Comunidad Valenciana
representa menos de 0,5% del total nacional y por tanto es un sector con una gran
potencialidad de expansion.

Con la leche de oveja Guirra antiguamente se fabricaban quesos frescos
tradicionales valencianos, como los de “Servilleta” y “Cagoleta” (Compaire, 1976). Con
esta leche también se elaboraban quesos curados de oveja, como el queso de Burriana
(Fleischmann, 1924), que ha desaparecido en la actualidad, y el queso Tronchon (Canut
y Navarro, 1980; Canut et al, 1990, 1992; Generalitat Valenciana, 1997) en la zona del

Maestrazgo.
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En la actualidad, el queso Servilleta se elabora con leche de oveja, cabra o sus
mezclas e incluso con vaca, en dos comarcas principalmente, La Costera y Alto
Vinalopo. De formato discoidal, la pieza de queso adquiere forma de servilleta donde se
escurre y prensa; su peso varia entre 0,5 y 1,5 kg. Presenta una textura friable y blanda,
y gusto suave y agradable. Se consume fresco, aunque también se puede elaborar con
cultivos iniciadores y orear sobre estanterias de madera para su consumo después de una
corta maduracion (Canut et al, 1990, 1992; Generalitat Valenciana, 1997).

En cuanto a los quesos curados, el queso de Cagoleta se elabora en las comarcas
valencianas de 1'Horta, La Canal de Navarrés y La Costera, y en menor medida en las
zonas de Pugol y Burriana. En estos dos tultimos solo se esta elaborando para
autoconsumo de unos pocos ganaderos que no comercializan. Para su elaboracion se
emplea leches de diferentes especies segun la época del afio o mezcla de leche de vaca,
cabra y oveja, en proporciones variables. Este queso tiene un formato caracteristico
debido al molde de madera en forma de “cazuelilla” con el fondo conico; el peso de la
pieza varia de 200 g a 500 g. Se trata de un queso de pasta blanda y blanca, textura
gomosa, gusto salado y olor agradable de leche. Este queso se consume fresco, pero
también se puede curar, oreandolo sobre cafiizos durante una semana (Canut et al, 1990,
1992; Generalitat Valenciana, 1997).

El queso Tronchon se elabora en todo el macizo del Maestrazgo a partir de leche
de oveja, cabra o con sus mezclas. Tiene un formato cilindrico, con las caras en forma
de volcan, el peso es muy variable de 0,5 a 2,5 kg. Se trata de un queso de pasta
compacta, de graso a extragraso y tiene el sabor intenso, un poco acido y picante,
textura mantecosa y aroma caracteristico de oveja o cabra. Se consume tanto fresco
como curado (Canut y Navarro, 1980; Canut et al, 1990, 1992; Generalitat Valenciana,
1997).

Los quesos que en la actualidad se comercializan bajo las denominaciones de
Servilleta y Cacoleta tienen en comun con los quesos que se elaboraban con leche de
oveja Guirra so6lo el formato del producto. Se caracterizan en cambio por la
heterogeneidad en el sabor, calidad, tipo de leche y en ocasiones la tecnologia de
elaboracion. Ademas, no hay estudios cientificos disponibles en bibliografia sobre los
quesos Servilleta, Cagoleta y Burriana, que se elaboraban exclusivamente con leche de
oveja Guirra, tanto frescos, como curados. Dada esta situacion, plantea una gran
dificultad la defensa de una denominacioén de origen de estos quesos autdctonos y mas

aun conferirles una imagen de calidad.
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Con la recuperacion de la actividad de ordefio en la raza de oveja Guirra, que se
estd llevando a cabo en los ultimos afos, es posible también recuperar una serie de
productos lacteos tradicionales elaborados con su leche. Esto permitiria la recuperacion
de un valioso patrimonio de la Comunidad Valenciana (genético y gastrondmico),
teniendo como principal objetivo la calidad.

El sector quesero estd muy interesado en conseguir una mayor proyeccion de sus
productos, que se elaboran mayoritariamente en queserias artesanales o semi-
industriales, y en ocasiones vendidos exclusivamente a nivel local-comarcal. La
recuperacion de la produccion de quesos autdctonos de gran calidad, que pudieran
conseguir Denominacion de Calidad o de Origen, incidiria directamente en el desarrollo
del sector ganadero de leche y queso de la Comunidad Valenciana y, a la vez, seria una
alternativa mas para el desarrollo rural en ciertas comarcas.

La Denominacién de Origen o de Calidad demanda una buena calidad
microbioldgica y uniformidad de los quesos comercializados. Sin embargo, el
contenido y variedad de microorganismos de la leche cruda utilizada para elaborar los
quesos son normalmente muy inconstantes. Esto puede originar problemas tales como
un aumento en el nimero de coliformes y una falta de uniformidad del producto final.
La utilizacion de fermentos lacticos comerciales ayuda a corregir estos inconvemientes.
Aunque esto puede resolver los problemas microbiologicos, puede ocasionar una
pérdida gradual de las cepas salvajes alterando las propiedades de los quesos (Gonzalez
et al, 2003). Por este motivo, es deseable seleccionar y proporcionar un fermento
lactico iniciador para la elaboracion de los quesos de oveja Guirra con que se obtendria
productos mas seguros mientras se conservan las caracteristicas originales. Deseosos de
lograrlo, recibimos de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV) 169 cepas lacticas
aisladas de la leche cruda de oveja Guirra. Con estas cepas realizamos una
caracterizacion tecnologica para posteriormente comprobar la eficacia quesera de las
mismas en la elaboracioén de quesos curados.

El estudio de la microbiota lactica autdctona en la leche cruda de oveja Guirra
servira para incidir en la tecnologia de elaboracion, con el objetivo de optimizar la
calidad de los quesos fabricados. Cuando la tecnologia esté establecida, se definiran
cudles serdn las caracteristicas sensoriales definitivas de estos quesos. El estudio de las
caracteristicas fisico-quimicas y su evolucion a lo largo de la maduracion de los quesos
permitiran definirlos y prevenir o incidir en posibles defectos de elaboracién o

conservacion.
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22— OBJETIVOS

La personalizacion de los quesos es un objetivo de gran interés por parte de las
industrias alimentarias que ven como cada dia es mas dificil encontrar diferencias entre
los productos del mercado. Asi, la obtencion y utilizaciéon de cepas autdctonas
contribuyen a la personalizacion de los quesos y a mejorar la variedad de los productos
disponibles por parte del consumidor. Puesto que las caracteristicas sensoriales de los
quesos son siempre el factor determinante de su éxito comercial, un objetivo intrinseco
de este trabajo es el desarrollo de productos con caracteristicas unicas y definitorias de
su leche de origen, que sean apreciados y distinguidos por su calidad. Por todo esto, el
presente estudio es de gran interés ya que establece una metodologia que se puede
utilizar de forma sistematica en los estudios de recuperacion de quesos autoctonos.

El proyecto de Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecnoldgico, que sirve de
marco al presente trabajo se ha estructurado de forma coordinada por dos grupos de
investigacion, uno en la Universidad Politécnica de Valencia y otro en la Universidad
Autonona de Barcelona. Correspondié al primer grupo la determinacion de la
microbiota autdctona y contaminante de la leche de oveja Guirra, mientras que el
segundo se ocupo de caracterizar y utilizar las cepas |acticas autoctonas aisladas de
esta leche, y desarrollar y optimizar los procesos industriales mediante € control
dela elaboracién y los par ametr os de maduracion.

Para alcanzar este objetivo se establecieron los siguientes obj etivos especificos:

1- Estudiar la actividad acidificante, lipolitica, proteolitica y produccion de gas
de las cepas lacticas autdctonas aisladas por la Universidad Politécnica de
Valencia de leche cruda de oveja Guirra.

2- Formular fermentos con cepas lacticas autdctonas, teniendo en cuenta sus
caracteristicas tecnologicas.

3- Elaborar quesos experimentales a escala de planta piloto para comprobar la
aptitud quesera de las cepas lacticas autoctonas seleccionadas en el proceso
anterior.

4- Estudiar los fendmenos de protedlisis secundaria (determinacion de
fracciones nitrogenadas y aminoacidos libres), y realizar un analisis

organoléptico de los quesos experimentales.
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5- Basado en estos experimentos previos, seleccionar un fermento con
caracteristicas Optimas para su utilizacion en produccion industrial de quesos
con leche de oveja Guirra.

6- Estudiar la prote6lisis secundaria (determinacion de fracciones nitrogenadas
y aminoacidos libres), y realizar un andlisis organoléptico de los quesos

elaborados en las producciones industriales.

2.3— PLAN DE TRABAJO

De una forma esquematica, en las Figuras 1 y 2 se presenta el plan de trabajo
seguido en los estudios de esta tesis. La leche cruda fue obtenida por ordefio mecéanico
en la granja de la Universidad Politécnica de Valencia e inmediatamente refrigerada a
10-12°C. En el Departamento de Microbiologia de la misma Universidad se realizo el
aislamiento e identificacion de las cepas lacticas autoctonas, en un periodo de 6 meses.
Seguidamente una parte del cultivo fresco de cada cepa fue conservado en esta
Universidad, y otra parte inoculada en agar MRS Lactosa fue enviada al Centre Especial
de Recerca Planta de Tecnologia dels Aliments (CERPTA) de la Universidad Auténoma
de Barcelona, para realizar la caracterizacion tecnologica de las cepas y las pruebas de
adecuacion de los fermentos.

En el mismo dia de llegada al CERPTA, las cepas lacticas fueron conservadas a
—20° C en viales para crioconservacion. Posteriormente se realizaron las pruebas de
caracterizacion tecnoldgica quesera que consistieron en: 1. Determinacion cualitativa de
la actividad acidificante-proteolitica; 2. Determinacion de la actividad lipolitica; 3.
Cuantificacion de la actividad proteolitica; 4. Cuantificacion de la actividad acidificante
(pH); 5. Prueba de produccion de gas.

Una vez caracterizadas las cepas se seleccionaron las mas adecuadas para su
inclusion en los fermentos lacticos que se utilizaron en la elaboracion de los quesos
curados. El estudio de la adecuacion de las cepas lacticas autoctonas en la elaboracion y
maduracion del queso de leche de oveja Guirra fue llevado a cabo en dos grandes
experimentos:

- El primero de ellos consistié en dos series de producciones de quesos (P1 y P2)
realizadas en el CERPTA a escala de planta piloto. Para la realizacion de este

trabajo se efectuaron un total de nueve producciones de queso por duplicado y
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utilizando leche pasteurizada para evitar las interferencias de los
microorganismos presentes de forma natural en la leche cruda.

- El segundo experimento fue llevado a cabo en la Formatgeria Granja Rinya de
Valencia, trabajando con un mayor volimen de leche y siguiendo un protocolo
de fabricacion idéntico al establecido en las producciones efectuadas en el
CERPTA. Se trabajo con leche cruda de oveja Guirra y se realizaron tres

producciones de queso (P3) por duplicado.

En el primer experimento se realizaron inicialmente cuatro producciones de
queso con leche pasteurizada de oveja (P1.A, B, C y D), utilizando una mezcla de
microorganismos lacticos autdctonos para evaluar la influencia de las diferentes cepas
proteoliticas en la maduracioén

En estas producciones de queso se estudiaron las caracteristicas de composicion
general (extracto seco, materia grasa, pH, nitrogeno total, nitrogeno soluble, sal), de
proteolisis secundaria (fracciones nitrogenadas, aminoacidos libres) y andlisis
organoléptico con un panel de catadores al final de la maduracion (Figura 2). Las
diferencias encontradas entre los quesos, asi como el grado de aceptacion por el panel
de catadores, fue parcialmente atribuida a las diferentes actividades del fermento
utilizado que provocd un marcado descenso de pH, como veremos a continuacion. Asi,
se planteo la realizacidon de una segunda serie de producciones de queso modificando la
composicion del fermento para determinar la influencia de otras cepas acidificantes en
la maduracion.

Sin embargo, en la época del afio que se planted esta segunda serie de
fabricaciones de quesos, nos encontramos con el problema de la estacionalidad y
dificultades de obtencion de leche de oveja. Asi, y ya que el estudio debia de progresar
decidimos realizar esta fase con leche de vaca, teniendo en cuenta que la validacion
final se realizaria con leche de oveja. Previamente, se comprobd que la capacidad
acidificante de los fermentos era esencialmente similar en leche de vaca y de oveja. Si
bien la composicion de las leches de vaca y oveja es diferente, sobre todo del punto de
vista cuantitativo, los resultados obtenidos nos permitirian, como asi fue, obtener datos
para planificar mejor las pruebas definitivas con leche de oveja que correspondian a la
escala industrial.

Se realizaron en total cuatro producciones de queso (P2.E, F, G, H) por

duplicado, méas una produccion utilizando fermento comercial como control (P2.I). Con
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estas producciones de queso se pudo estudiar la composicion fisico-quimica, proteolisis
secundaria y aspectos sensoriales (Figura 2).

En estas producciones experimentales se observd que, en general, el pH estaba
acorde con el tipo de queso que deseabamos elaborar. Sin embargo, algunos quesos,
segin la formulacién de fermentos utilizada, desarrollaron una gran proteolisis
secundaria, que afectd negativamente su aceptacion por el panel de catadores.

De acuerdo con los resultados de composicion y de protedlisis y del panel de
catadores de los quesos elaborados en la Planta Piloto en las dos series de queso (P1 y
P2) del primer experimento se seleccionaron dos fermentos para realizar el segundo
experimento a escala industrial (P3). Los quesos de produccion industrial (P3.J y L)
obtuvieron una buena aceptacion por el panel de catadores clasificindolos de forma

global como buenos.
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AISLAMENTO DE CEPASLACTICAS
(UPV)

'

CONSERVACION DE LASCEPAS
LACTICAS (UPV)

'

PRUEBAS DE EFICACIA QUESERA DE
LASCEPASLACTICAS(CERPTA —UAB)

!
; : I !

PRODUCCION ACTIVIDAD ACTIVIDAD ACTIVIDAD
DE GAS LIPOLITICA PROTEOLITICA ACIDIFICANTE

LACTOSA l

METODO OPA @
! ; '

CEPAS CEPAS CEPAS CEPAS
PRODUCTORAS LIPOLITICAS PROTEOLITICAS ACIDIFICANTES
DE GAS

'

FERMENTO LACTICO PARA
PRODUCCION DE QUESO CURADO

Figura 1- Plan de trabajo (parte I) seguido durante la caracterizacion tecnologica de las
cepas.
CN = Caldo Nutritivo; SMP = Skim Milk Powder.
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FERMENTO LACTICO PARA
PRODUCCION DE QUESO CURADO

l
l l

PRODUCCION PRODUCCION INDUSTRIAL
PLANTA PILOTO

\ 4
QUESOS CURADOS

ANALISISFISICO-QUIMICO ANALISISORGANOLEPTICO
pH INTENSIDAD DE OLOR Y
EXTRACTO SECO SABOR

GRASA CALIDAD DE SABOR
SAL REGUSTO

NITROGENO TOTAL ACEPTACION GENERAL
NITROGENO SOLUBLE apH 4,6

AMINOACIDOSLIBRESTOTALES

Figura 2- Plan de trabajo (parte II) seguido en los estudios de la eficacia quesera
de las cepas lacticas autdctonas.
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3- MATERIAL Y METODOS
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3.1- CARACTERIZACION TECNOLOGICA DE CEPAS
LACTICAS AUTOCTONAS AISLADAS DE LECHE CRUDA
DE OVEJA GUIRRA

En el presente estudio se utilizaron inicialmente métodos cualitativos para
determinar la actividad lipolitica, proteolitica, acidificante y la capacidad de produccion
de gas de las cepas. El empleo de métodos cualitativos nos permitié descartar aquellas
cepas que no presentaban las caracteristicas tecnologicas deseadas. Posteriormente se
utilizaron estudios cuantitativos en un nuimero mas reducido de cepas, para asi

determinar la capacidad de acidificacion (curvas de acidificacion) y de proteolisis.

3.1.1- CONSERVACION DE LASCEPASLACTICAS

Las cepas recibidas (anexo I) fueron conservadas en congelacion en viales de
criocongelacion (Laboratorios Microkit, S.L, Madrid, Espafia). Los viales de
criocongelacion son medios para el mantenimiento de cepas que contienen varias bolitas
de vidrio poroso y liquido criogénico. Las bolitas estan quimicamente tratadas para
mejorar la adherencia microbiana, mientras que el liquido esta especialmente formulado
para asegurar la supervivencia del mayor nimero posible de cepas durante largo tiempo
y una recuperacion cuantitativa optimizada. Los viales de criocongelacion fueron
disefiados para facilitar la inoculacidon, manipulaciébn y conservacion de cepas
microbianas. Sus ventajas mds marcadas son que ahorran resiembras y evitan

contaminaciones y mutaciones al tratarse siempre de la primera generacion inoculada.
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En la cabina de flujo laminar se introdujé asépticamente una suspension espesa
del cultivo o colonia de la cepa en el vial de criocongelacion, después se elimino
asépticamente todo el liquido posible con la micropipeta para que luego no sea
necesario descongelar la totalidad del vial para coger una bolita. Los crioviales fueron
congelados a —20° C, y cada vez que se necesitd una cepa pura se extrajo el vial del
congelador y se tomd asépticamente una bolita con una asa recta esterilizada a la llama.

Todas las cepas fueron conservadas por duplicado.

3.1.2- PRUEBA DE LA ACTIVIDAD LIPOLITICA

Para evaluar la capacidad lipolitica de las cepas lacticas desarrollamos en
nuestros laboratorios el medio de cultivo Agar Nata. El método consiste en sembrar la
cepa en estudio en Agar Nutritivo con un 1% de nata afiadida (38% de materia grasa) e
incubar durante 72 h a 30°C. La presencia de un halo alrededor de la colonia se
interpreta como lipdlisis positiva. La ventaja de este método consiste en utilizar la grasa
de la leche, que es el mismo sustrato que los microorganismos encontraran en el queso.
Este método fue comparado con el método Agar Tributirina encontrandose que los
halos alrededor de las colonias fueron mas visibles en Agar Nata tras 72 h de

incubacion. Todos los andlisis se realizaron por duplicado.

3.1.3- PRUEBA DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y ACIDIFICANTE

La determinacion de la actividad proteolitica y acidificante para cada una de las
169 cepas lacticas autoctonas fue determinada en tubos de ensayo con 10 mL del medio
liquido “Bacto Litmus Milk” (Becton Dickinson France S.A., Le Pont de Claix,
Francia). Este es un medio para la diferenciacion de microorganismos utilizado desde
hace muchos afios para evaluar las actividades metabolicas de microorganismos y para
identificar especies bacterianas. La diferenciacion se basa en la produccion de acidos y
en la coagulacion y/o proteodlisis de caseina. La adicion del “Litmus”, un indicador de
pH y oxido-reduccién, a la leche extiende su utilidad como un medio diferencial.

Con este medio se pueden observar varias reaciones: Reaccion Acida cuando el

medio vira a rosado-rojo debido a la fermentacion de los hidratos de carbono lactosa y
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glucosa, y Reaccion Alcalina que ocurre cuando no hay ninguna fermentacion de
hidratos de carbono (medio permanece de color azul) debido a que el microorganismo
ataca las substancias nitrogenadas presentes en el medio formando amoniaco o aminas
basicas. También se pueden observar reaciones de: Reduccion cuando el oxigeno es
eliminado del “Litmus” por la enzima reductasa produciendo un descolorado con
apariencia blanca lactea (la reduccion normalmente empieza al fondo del tubo);
formacion de Grumo o Cuajada cuando ocurre la coagulacion de la proteina de la
leche debido a la precipitacion de caseina por accion del acido; y finalmente Digestion
de la proteina de la leche, observable por una aclaracién del medio y la disolucion de
los grumos por digestion de caseina.

La incubacion del Litmus Milk se efectuo a 35 + 2°C durante 7 dias, realizando

una lectura diaria de los tubos. Todos los analisis fueron realizados por duplicado.

3.1.4- PRUEBA DE PRODUCCION DE GAS

La capacidad de produccion de gas de las cepas fue realizada en tubos de ensayo
con 10 mL de Caldo Nutritivo mas 5% de lactosa y campana de Durhan. El indculo
afadido fue 0,1 mL de Caldo Nutritivo con la cepa en cuestion (previamente incubado
24 h a 30°C). Los tubos de caldo nutritivo lactosado se incubaron durante 4 dias a 30 o

15°C. Los analisis se realizaron por duplicado.

3.1.5- DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD
ACIDIFICANTE

Esta determinacion fue realizada con todos los microorganismos que coagularon
el Litmus Milk el primer dia de incubacion. Las curvas de acidificacion se realizaron de
acuerdo con el protocolo para la determinacién de la actividad acidificante de cultivos
lacticos propuesta por la Federacion Internacional de Lecheria (IDF 306, 1995). La
determinacion consistid en inocular el microorganismo a evaluar (2%) en 10 mL de
leche, que posteriormente se incubd a una temperatura de 30°C. La produccion de acido
lactico fue monitorizada periédicamente mediante la determinacion del pH del medio.

Todos los analisis se realizaron por duplicado.
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3.1.6- DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA

La cuantificacion de la actividad proteolitica de las cepas lacticas fue realizada
por el método espectofotométrico descrito por Church et al. (1983) basado en el
reactivo o-phthaldialdehido (OPA), ampliamente utilizado por diferentes autores
(Oberg et al., 1991; Ibrahim, 1998; Wallace y Fox, 1998).

Segun Church et al. (1983) el método espectrofotométrico OPA es un
procedimiento rapido, conveniente y sensible para la determinacion de protedlisis en
leche. Las caracteristicas especificas que hacen del método de ensayo OPA deseable
para supervisar la protedlisis son: a) el reactivo OPA es soluble y estable en soluciones
acuosas; b) la reaccion con aminas primarias es completa en segundos a temperatura
ambiente, y c) una sola alicuata de reactivo sirve tanto para inhibir la actividad
proteolitica como para desarrollar el color de la reaccion (Chen et al., 1979; Trepman et
al., 1980).

La determinacioén consistidé en inocular el microorganismo a evaluar (2%) en
10 mL de leche, que posteriormente se incubd a una temperatura de 30°C durante 24 h.
Para la preparacion de la muestra se tomaron 5 mL de leche con la cepa en crecimiento,
se afiadié 1 mL de agua, 10 mL de &cido tricloroacético 0,75 N, y después de mezclar
se dejo reposar 10 min y se filtré6 con papel Whatman N° 1. Se recogieron 50 uL del
filtrado y se afiadié 1 mL de reactivo OPA. Finalmente, se ley6 la absorbancia de la
muestra a 340 nm en un espectrofotdémetro de doble haz (Cecil 9000 SERIES, CECIL
Intruments Limited, Cambridge, Reino Unido). Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

32- FERMENTOSLACTICOSAUTOCTONOS

3.2.1- FORMULACION DE LOSFERMENTOS

Después de la caracterizacion de las 169 cepas lacticas autdctonas aisladas a
partir de leche cruda de oveja Guirra, se seleccionaron 10 cepas de acuerdo a sus

aptitudes tecnoldgicas (Tabla 7).
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Tabla 7- Microorganismos usados como fermentos en este estudio

Cepa Numero
Lactococcus lactis subsp. lactis 29, 30, 83,94 y 95
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 18y 148
Lactobacillus plantarum 4
Lactobacillus pentosus 65
Lactobacillus curvatus 39

Estas cepas fueron combinadas en varias proporciones (Tabla 8) para proveer
los fermentos que se utilizaron en la elaboracion de quesos curados. De forma general,
se puede observar que los fermentos lacticos se constituyeron con una bacteria
acidificante mas una bacteria lipolitica y una bacteria proteolitica. Ademads se realizaron
dos elaboraciones con fermento comercial, que consistié en Lactococcus lactis subsp.
lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris (AM Larbus S.A., Barcelona, Espaiia),

como produciones control.

Tabla 8- Composicion de los fermentos utilizados en la elaboracion
de queso curado

Produccion Fermento Proporcion de las cepas
P1.A 30+39+4 1:1:1
P1.B 30+39+18 1:1:1
P1.C 30+39+65 1:1:1
P1.D 30+39 1:1
P2.E 95+39+18 1:1:1
P2.F 29+39+4 1:1:1
P2.G 94 +39+18 1:1:1
P2.H 83 + 148 1:1
P2.1 Comercial

P3J 94 +39+ 18 1,5:1:1,5
P3.L 83+39+18 1,5:1:1,5
P3.M Comercial
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La preparacion de todos los fermentos lacticos fue realizada de manera aséptica

en cabina de flujo laminar como se observa en la Figura 3. Se cogidé un bolita del

criovial con la cepa seleccionada y se introdujo en 10 o 20 mL de leche desnatada en

polvo reconstituida a 20% y esterilizada a 90°C durante 30 min. Tras incubar 24 h a

30°C, se obtuvo el cultivo madre. Posteriormente para ampliar la biomasa se inocul6 la

totalidad del cultivo madre en 400 o 1000 mL de leche esterilizada que fue incubada

18-24 h a 30°C (fermento industrial).

Finalmente el dia de elaboracion del queso se mezclaron los fermentos

industriales segun las proporciones de la formula del fermento (Tabla 8), obteniendo de

esta manera el volumen de fermento industrial necesario para la elaboracion de quesos.

CRIOVIAL

|[CULTIVO MADRE |

v
|CULTIVO INDUSTRIAL |

A 4
PRODUCCION DE
QUESO CURADO

Cepa lactica

Coger una bolita e
introducir en 10-20mL
de leche desnatada
esterilizada 30 min a
90°C.

Inocular 10-20 mL
cultivo madre en 400
o 1000 mL de leche
desnatada esterilizada
e incubar 24 h a
30°C.

Adicionar al 2% (v/v).

Figura 3. Protocolo utilizado en la preparacion del fermento con cepas lacticas.
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3.3- ELABORACION DE QUESOS

El procedimiento de trabajo seguido en las producciones se puede observar en la
Figura 4. Se partio de 25 L de leche pasteurizada (72°C, 15 s), la cual fue atemperada
posteriormente a 32°C. Se afiadi6 un 2% (v/v) de fermentos lacticos autdctonos y en las
producciones control un 2% (v/v) de fermento comercial (compuesto por Lc. lactis
subsp. lactis y Lc. lactis subsp. cremoris). El fermento anadido se homogeneizd por
agitacion en toda la leche y se dejo reposar 18 min. Se agregaron luego 0,025% (v/v) de
CaCl, al 35% (p/v) y un extracto de cuajo de ternero (Laboratorios Arroyos, Santander,
Espafia) al 0,02% (v/v) con actividad coagulante 1:10.000. Se dejé reposar la leche con
el coagulante afiadido aproximadamente 38-40 min a 32°C hasta que el gel formado
adquirio la consistencia adecuada.

Seguidamente se procedio el corte del gel hasta tamafio de grano de arroz en dos
etapas separadas por un tiempo de reposo de 2 minutos. Se recalent6 la cuajada hasta
36°C y posteriormente se desuerd. La cuajada fue colocada en moldes (13,6 x 13,2 cm)
tipo Manchego provistos de gasa de algodon, y se prensaron durante 1 h a 0,5 kPay 12
ha 2,5 kPa.

Finalmente, se salaron por inmersion en salmuera (19% de NaCl) a 12°C
durante 4 h y se maduraron en camara a 14°C y 85% de humedad relativa, volteandolos
periddicamente, durante 60 o 90 dias.

Las producciones industriales se realizaron en Formatgeria Granja Rinya
empleando 40 L de leche cruda de oveja Guirra y con un protocolo de fabricacion
idéntico al utilizado en las producciones de Planta Piloto. Todas las producciones

fueron realizadas por duplicado.
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| PASTEURIZACION |
¢ -

[ CALENTAMIENTO |

| ADICION DE FERMENTO LACTICO |

v

[ ADICION DE CaCl, Y CUAJO |

| COAGULACION |

| RECALENTAMIENTO |

| DESUERADO |

MOLDEADO

v

PRENSADO

SA%A DO
¢

| MADURACION |

Figura 4: Protocolo utilizado en la elaboracion de los quesos.
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34- ANALISISFiSICO-QUIMICO DE LOS QUESOS

Se realizaron las siguientes determinaciones a los dias 1, 15, 30, 60 o 90 de
maduracidon: extracto seco, materia grasa, nitrégeno total, nitrogeno soluble,
aminoacidos libres y cloruros. El pH se midi6é a los dias 1, 5, 15, 30 y 60 o 90 de

maduracion.

3.4.1- DETERMINACION DEL pH

La determinacion del pH de los quesos realizada en los dias 1 y 5 se efectud
directamente por puncion del queso, mientras que los restantes dias fue hecha por
homogenizacion de queso en agua destilada en proporciones de 1:1 (Ardo y

Polychroniadou, 1998). Todos los analisis se realizaron por triplicado.
3.4.2- DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO

El extracto seco (ES) de los quesos fue determinado utilizando un método de
desecacion en estufa (FIL-IDF 4A:1982). Esta determinacion se basa en la evaporacion

de agua de la muestra en presencia de arena a una temperatura de 102 + 2°C hasta peso

constante. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

3.4.3- DETERMINACION DE LA MATERIA GRASA

La determinacion de la materia grasa de los quesos fue realizada utilizando el
método butirométrico de van Gulik (ISO, 1975) por triplicado. El contenido en materia

grasa (MQ) se expresé en gramos por 100 gramos de extracto seco.

79



3.4.4- DETERMINACION DEL NITROGENO TOTAL

La determinacion del Nitrogeno Total (NT) de los quesos fue realizada
utilizando el método propuesto por la FIL (FIL-IDF 20B, 1993). El analisis se basa en
la digestion de una porcion de muestra con una mezcla de 4cido sulfarico concentrado,
y de sulfato de potasio y sulfato de sodio, utilizando sulfato de cobre (II) y oxido de
titanio (IV) como catalizadores (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espafia).
Posteriormente, se adiciona hidroxido de sodio en exceso para liberar el amoniaco, el
cual es seguidamente destilado sobre una soluciéon de acido bérico y determinado
utilizando una solucién de 4cido clorhidrico. El contenido en proteinas expresado en
gramos por 100 gramos de producto se obtiene multiplicando el contenido en nitrégeno

por el coeficiente 6,38.

5.4.5- DETERMINACION DEL NITROGENO SOLUBLE

El Nitrogeno Soluble a pH 4,6 (NS), comprende las proteinas (excluyendo todas
las caseinas), todos los péptidos, aminodcidos libres y pequeios compuestos
nitrogenados tales como aminas, urea y amoniaco (Ardo, 1999).

La extraccién de nitrogeno soluble en agua se realizd segun el método de
Kuchroo y Fox (1982). Se pesaron 30 g de queso finamente rallado y seguidamente se
afladieron 60 mL de agua destilada. Después se homogenizé con ayuda de un
homogenizador electromecénico (Heidolph Diax 900, Schwabach, Alemania), a 5000
rpm durante 5 minutos. La suspension obtenida se calentd en bafo maria a 40°C
durante 1 h, para seguidamente centrifugarse a 7000 rpm durante 30 min a 10°C. El
sobrenadante obtenido por centrifugacion se filtrdé a través de lana de vidrio, y se
guardé una parte para la determinacion de aminoacidos libres. Al resto del filtrado
(aproximadamente 30 g) se le afladieron 4 mL de 4cido acético al 10% (v/v), 3,5 mL de
acetato de sodio 1 M y agua destilada hasta un peso aforado de 50 g. Se dejo en reposo
12 h a 4°C. Seguidamente se filtr6 la solucidon con filtro Whatman N° 1, tomando
aproximadamente 5 g del filtrado para cada tubo de digestion de Kjeldahl. A partir de

este momento se siguieron los mismos pasos que en la determinacién de nitrégeno
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total. Los resultados se expresaron como % NT. Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

3.4.6- DETERMINACION DE LOSAMINOACIDOSLIBRES

La determinacién de los aminoécidos libres de los quesos fue llevada a cabo
utilizando el método Cadmio-Ninhidrina para la determinacion de aminoécidos libres
en queso descrito por Folkertsma y Fox (1992).

Se descongelo la fraccion soluble en agua del queso que se habia guardado en
una de las etapas de la determinacion del NS, y se tomaron entre 20-100 pL, se llevaron
a 1 mL con agua destilada y se afiadié 2 mL del reactivo Cd-Ninhidrina (compuesta por
la mezcla de 0,8 g de ninhidrina en 80 mL de etanol a 99,5%, 10 mL de acido acético y
1 g de CdCl; en 10 mL de agua). Seguidamente se llevo la solucion al bafio maria a
84°C durante 5 min y se enfrié rapidamente. Se transfirio la solucién a una cubeta de
espectrofotometro de 4,5 mL y se realizé la lectura a 507 nm. Los valores obtenidos
fueron procesados en funcion de una curva de calibracion que se construyd con leucina,
uno de los aminoacidos mas abundantes en el queso. Los resultados fueron expresados

. -1 Sy . . ..
como mg de leucina g~ de queso. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

3.4.7- DETERMINACION DEL CONTENIDO EN CLORUROS

La determinacion de cloruros de los quesos fue hecha con el Autonalizador de
Cloruros (Chloride Analyser Corning 926, Shawood Scientific Ltd., Cambidge, UK).

Se peso6 en un vaso de precipitados 1 o 2 g de queso rallado (1 g para quesos con
mas de 1 mes de maduracion y 2 g para quesos con menos de 1 mes), y se anadieron 50
mL de agua ultra pura “milli-Q”. Se homogeniz6 el queso y el agua con un
homogenizador electromecéanico (Heidolph Diax 900, Schwabach, Alemania), a 5000
rpm durante 4 o 5 min. Seguidamente se filtré con papel Whatman N° 1, y se diluyo el
filtrado hasta 100 mL en matraz aforado y se hicieron las mediciones con el

Autoanalizador de cloruros. Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
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3.5- EVALUACION SENSORIAL

Los quesos fueron evaluados organolépticamente por 9 catadores, al dia 60 o 90
de maduracion. Se evaluaron la intensidad de olor y sabor, calidad de sabor, regusto y
aceptacion general. Se anotaron los resultados en una escala de 0 a 9, donde se
considerd6 el valor 9 como excelente, 7-8 bueno, 5-6 aceptable, 3-4 ligero defecto, 1-2

gran defecto y 0 eliminado.

3.6- PROCESAMIENTOY ANALISISESTADISTICO DE DATOS

Los datos obtenidos de los diferentes experimentos fueron procesados mediante
un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el procedimiento general lineal (GLM)
del programa estadistico SAS (8* version). El test utilizado para la comparacion de los
datos fue el de Student-Newman-Keuls (SNK) con un nivel de significancia del 5%

(P<0,05).
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4- RESULTADOSY DISCUSION

83



4.1- CARACTERIZACION TECNOLOGICA DE LAS CEPAS
LACTICASAISLADASDE LA LECHE DE OVEJA GUIRRA

Los quesos artesanos que se elaboran normalmente con leche cruda, se destacan
por sus caracteristicas especificas de sabor y aroma. Sin embargo, estos quesos, y segin
la normativa vigente (Real Decreto 1679/1994, de 22 de Julio), solamente pueden ser
consumidos después de 60 dias de maduracion, tiempo suficiente para la destruccion de
los microorganismos patdogenos que eventualmente pueden estar presentes en la leche.

La pasteurizacion de la leche permite obtener productos lacteos con mejores
caracteristicas higiénicas, pues con este proceso se destruyen los microorganismos
patogenos y la mayoria de los alterantes de la leche. Varios autores han sugerido que la
utilizacion de fermentos lacticos autoctonos con leche pasteurizada ayuda a obtener
productos con caracteristicas similares a aquellos elaborados con leche cruda (Centeno
et al., 1996; Medina et al., 2001; Gonzalez et al., 2003,). Como consecuencia existe un
gran interés en el estudio de los fermentos lacticos autoctonos para ser utilizado a gran
escala en la elaboracion industrial de quesos tradicionales que conserven las
propiedades tipicas del producto (Centeno et al., 1996; Menéndez et al., 1998, 1999;
Estepar et al., 1999; Medina et al., 2001; Alonso-Calleja et al., 2002; Caridi, 2003;
Gonzalez et al., 2003; Herreros et al., 2003; Pérez et al., 2003).

Con el objetivo de seleccionar las cepas con caracteristicas tecnologicas 6ptimas
para la formulaciéon de los fermentos iniciadores, evaluamos las capacidades
acidificantes, proteoliticas, lipoliticas y de produccion de gas de cepas lacticas aisladas

en leche cruda de oveja Guirra. Este criterio de seleccion esta de acuerdo con los
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métodos normalmente utilizados en la seleccion de cepas lacticas para los cultivos

lacticos iniciadores (Nufiez et al. 1981; Requena et al. 1991; Menéndez et al. 1998).

4.1.1- DISTRIBUCION DE LASCEPASLACTICASAUTOCTONAS

La Tabla 9 muestra la distribucion de cepas lacticas autdctonas aisladas en la
leche cruda de oveja Guirra. El género presente en mayor proporcion fue el de
Lactobacillus (~56%), seguido por Lactococcus (~40%) y Leuconostoc (~4%).
Podemos observar también que los Lc. lactis subsp. lactis fueron los microorganismos
mas abundantes, seguidas de Lb. paracasel subsp. paracasel y Lb. plantarum, grupo
que en conjunto representa aproximadamente el 80% de la totalidad de las cepas.

Todos los lactococos fueron identificados como Lc. lactis subsp. lactis, de
forma similar a lo observado por Centeno et al. (1996) y Medina et al. (2001) en leche
de vaca y oveja, respectivamente. El nimero de cepas de Lc. lactis subsp. lactis
aislados en leche cruda de oveja Guirra con respecto al total de microorganismos
(~40%) fue similar al observado por Centeno et al. (1996) en leche cruda de vaca.

En lo que respecta a los lactobacilos, la especie presente en mayor proporcion
en leche de oveja Guirra fue Lb. paracasel subsp. paracasei seguido muy de cerca por
Lb. plantarum (Tabla 9). Este elevado porcentaje de Lb. paracasel subsp. paracasei no
habia sido observado con anterioridad en leche. Centeno et al. (1996) describieron a Lb.
casel subsp. pseudoplantarumy Lb. plantarum como los microorganismos presentes en
mayor proporcion en leche de vaca dentro del género Lactobacillus, mientras que
Medina et al. (2001) observaron que el 92% de los lactobacilos aislados de leche de
oveja correspondieron a Lb. plantarumy el 8% restante a Lb. acidophilus.

Las bacterias lacticas del género Leuconostoc estuvieron presentes en menor
proporcion (~4% del total de cepas) en la leche de oveja Guirra. Medina et al. (2001)
observaron que los microorganismos de este género fueron los menos abundantes en
leche de oveja (~8%). Esto podria deberse a que las bacterias del género Leuconostoc
requieren nutrientes complejos que no estan disponibles en la leche (Vedamuthu, 1994;
Hassan y Frank, 2001). La especie de Leuconostoc presente en mayor proporcion en la
leche de oveja Guirra fue Leuconostoc lactis. Por otro lado, Centeno et al. (1996) y
Medina et al. (2001) observaron que Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides fue la

especie mas aislada dentro de este género en leches de vaca y oveja.
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Tabla 9- Distribucion (%) de las cepas lacticas autdctonas aisladas de leche
cruda de oveja Guirra

ESPECIE SUBTOTAL %
Lactococcus lactis subsp. lactis 67 39,64
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 35 20,71
Lactobacillus plantarum 31 18,34
Lactobacillus brevis 8 4,73
Lactobacillus pentosus 6 3,55
Lactobacillus salivarius 4 2,37
Lactobacillus rhamnosus 3 1,78
Leuconostoc lactis 3 1,78
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 2 1,18
Lactobacillus acidophilus 2 1,18
Lactobacillus crispatus 2 1,18
Lactobacillus curvatus 1 0,59
Leuconostoc lactis subsp. lactis 1 0,59
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 1 0,59
Leuconostoc m. subsp. mesenter oides/dextranicum 1 0,59
Lactobacillus coprophilus 1 0,59
Género Lactobacillus 1 0,59
Total cepas 169 100,00

4.1.2- ACTIVIDAD LIPOLITICA

El aumento en la concentracion de acidos grasos libres durante la maduracion
del queso tiene una gran influencia en el sabor (Farkye y Fox, 1990). Una
concentracion determinada de acidos grasos libres es necesaria para un sabor Optimo,
particularmente cuando estan correctamente equilibrados con los productos de
protedlisis u otras reacciones (McSweeney y Sousa, 2000). Sin embargo, un exceso de
acidos grasos o un perfil incorrecto de éstos es considerado indeseable para muchas

variedades de quesos, como Cheddar, Gouda y tipo Suizo (McSweeney y Sousa, 2000).
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La capacidad lipolitica de la totalidad de las cepas recibidas (169) fue evaluada
utilizando el medio de cultivo Agar Nata. Solamente una cepa de Lb. curvatus, n° 39,
present6 el halo de lipolisis caracteristico.

Aunque generalmente es aceptado que las bacterias lacticas son poco lipoliticas,
algunos autores han mostrado que ciertas cepas de Lb. casel, Lb. plantarum, Lb.
helveticus, Lb. bulgaricus, Lb. lactis y Lactococcus spp. poseen lipasas y/o esterasas
capaces de hidrolizar la grasa de la leche (Gobbetti et al., 1996; Holland et al., 1996;
Chick et al., 1997; Fox et al., 1997a; Freitas et al., 1999; Katz et al., 2002).

Freitas et al. (1999) y Katz et al. (2002) observaron que cepas de Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum,
Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis presentaron actividad lipolitica en agar
tributirina. Otros autores utilizando métodos semicuantitativos (API-ZYM), observaron
que las actividades lipasa, estearasa y estearasa-lipasa de la mayoria de los lactococos
aislados de ciertos quesos artesanos fue negativa o extremadamente baja (Requena et
al., 1991; Menéndez et al., 2001; Herreros et al., 2003). Segiin estos autores, las
actividades lipasa y estearasa tampoco fueron importantes en las cepas de leuconostoc
aisladas. Por otro lado, Menéndez et al. (1999, 2001) y Herreros et al. (2003) detectaron
actividades lipasica y estearasica en algunas cepas de lactobacilos aisladas,
principalmente en Lb. plantarum, Lb. casei subsp. casei y Lb. casei subsp.

pseudoplantarum.

e ™.

Figura5: Colonias de Lb. Curvatus (n° 39) en Agar Nata,
observandose los halos de lip6lisis alrededor de las colonias
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4.1.3- ACTIVIDAD ACIDIFICANTE

El paso inicial en un estudio de estas caracteristicas fue el de clasificar de
manera general a los microorganismos aislados en la leche de oveja Guirra. Desde el
punto de vista tecnoldgico nos interes6 conocer las capacidades acidificantes,
proteoliticas y de produccion de gas de las cepas de una manera rapida y sencilla.

Para realizar estas primeras clasificaciones utilizamos el medio de cultivo
Litmus Milk. Este medio es utilizado hace muchos afios para evaluar las actividades
metabolicas de microorganismos en leche y ayudar en la identificacion de especies
bacterianas. El Litmus incorporado en la leche es a la vez indicador del pH y de oxido-
reduccion (Difco Laboratorios, 1998). Con este medio, ademas de evaluar las
caracteristicas acidificantes y proteoliticas de las diferentes cepas, se pudo verificar la
presencia o no de gas. El empleo del Litmus Milk permiti¢ orientar las investigaciones
en un grupo mas reducido de cepas para posteriormente realizar técnicas cuantitativas.

La Tabla 10 muestra las actividades acidificantes de las 169 cepas aisladas de la
leche de oveja Guirra. Aproximadamente un 30% de cepas cuajaron totalmente el
medio de cultivo en el primer dia de incubacién, mientras que tras 7 dias, este
porcentaje alcanz6 valores cercanos al 85%.

Segliin Casalta et al. (1995) las cepas de lactococos que producen acido
rapidamente son incluidas frecuentemente en los fermentos de queseria. La disminucién
rapida del pH de la cuajada es de gran importancia en la tecnologia quesera porque
inhibe el desarrollo de los microorganismos indeseables (Cogan et al., 1987, 1997;
Oliver et al., 1988; Fox et al., 1990; Kandarakis et al., 1998) y facilita a la vez el
desuerado (Nuiez et al., 1981; Requena et al., 1991).

Alonso-Calleja et al. (2002) compararon las actividades acidificantes de varios
Lc. lactis subsp. lactis aislados a partir de leche de cabra. Estos autores dividieron las
cepas en dos grupos depediendo de la velocidad de produccion de acido; las cepas
rapidas coagularon el medio Litmus Milk en 12-18 h, mientras que las lentas
necesitaron 36 h para formar un coagulo. Aproximadamente un ~52% de los Lc. lactis
subsp. lactis presentes en la leche cruda de oveja Guirra coagularon el Litmus Milk el
primer dia de incubacion (Tabla 11), resultado similar (~57%) al observado por

Alonso-Calleja et al. (2002).
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Tabla 10- Actividad acidificante de las cepas lacticas aisladas de leche cruda de oveja Guirra

ESPECIE (n° de cepas) DIAS DEINCUBACION
1 2 3 4 5 6 7
Lc. lactislactis(67) CT 35 43 53 55 56 59 59

M 1 5 3 5 7
CD 3 2 5 3 0
SC 28 17 6 4 4

S o B
S~ o B

Lb. paracasei paracase(35) CT 7 30 35 35 35 35 35
CM 6 3 0 0 0 0 0
CD 5 1 0 0 0 0 0
SC 17 1 0 0 0 0 0
Lb. plantarum(31) CT 2 21 26 28 29 29 29
CM 2 7 3 1 0 0 0
CD 7 1 0 0 0 0

Lb. brevis(8) CT 0 1 2 2 2 2 2
CD 0 1 0 0 0 0
SC 8 6 6 6 6 6 6
Lb. pentosus(6) CT 3 5 5 5 5 6 6
CM 2 1 1 1 1 0 0
CD 0 0 0 0 0 0 0
SC 1 0 0 0 0 0 0
Lb. salivarius(4) CT 0 0 0 0 0 0 lg

Lb. rhamnosus(3) CT 0 1 1 1 1 2 2

Leuconostoc lactig(3) CT 2 2 2 2 2 2 2

Lb. delbrueckii lacti%2) CT 1 1 1 1 1 1 1

Lb. acidophilus2) SC 2 2 2 2 2 2 2
Lb. crispatus(2) CT 1 1 1 1 1 1 1

SC 1 1 1 1 1 1 1
Lb. curvatus(1) CT 0 0 0 1 1 1 1

CD 0 0 1 0 0 0 0

Leuconostoc lactislactig1) CT 1 1 1 1 1 1 1
Leuc.mesen. mesenteroidesl) SC 1 1 1 1 1 1 1
Leuc.mesen. mesenteroides/dextf1) SC 1 1 1 1 1 1 1
Lb. coprophilug(1) SC 1 1 1 1 1 1 1
Género Lactobacillus(1) CT 0 0 1 1 1 1 1

SC 1 1 0 0 0 0 0
Medio de cultivo Litmus Milk incubado a 35°C. g = gas; SC = sin coagulacion;
CD = coagulacién débil; CM = coagulacion moderada, CT = coagulacion total.
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La distribucion porcentual de las cepas que cuajaron totalmente el Litmus Milk
el primer dia de incubacion puede observarse en la Tabla 11. Como era de esperar los
Lc. lactis subsp. lactis lideraron el grupo de cepas con mayor capacidad acidificante,
seguido de las cepas de Lb. paracasei subsp. paracasel y en menor proporcion Lb.
pentosus.

Esta tabla sirvié de orientacion para los estudios cuantitativos de la capacidad
acidificante de cada cepa para posteriormente construir las curvas de acidificacion. Con
este método pudimos observar también que la cepa 46, correspodiente a un Lb.

salivarius, produjo gas.

Tabla 11 — Distribucion (%) de las cepas lacticas autoctonas que coagularon
totalmente el medio Litmus Milk el primer dia de incubacion.

ESPECIE SUBTOTAL %
Lactococcus lactis subsp. lactis 35 67,31
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 7 13,46
Lactobacillus pentosus 3 5,77
Lactobacillus plantarum 2 3,85
Leuconostoc lactis 2 3,85
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 1 1,92
Lactobacillus crispatus 1 1,92
Leuconostoc lactis subsp. lactis 1 1,92
Total cepas 52 100,00

4.1.4- DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD
ACIDIFICANTE

De acuerdo a lo observado en Litmus Milk aproximadamente un 30% de las 169
cepas lacticas cuajaron totalmente el medio al primer dia de incubacion. Con el objetivo
de identificar las cepas que tienen mayor capacidad acidificante realizamos las curvas
de acidificacion de todas aquellas que cuajaron totalmente el Litmus Milk el primer dia

de incubacion (Tablas 12y 13).
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En general, las cepas de Lc. lactis subsp. lactis mostraron las mayores
capacidades acidificantes en leche, mientras que la mayoria de los lactobacilos y
leuconostoc fueron débiles productoras de acido. Sin embargo, debemos hacer constar
que existe una gran variacion en la capacidad de produccion de acido entre los
lactobacilos, indicando que esta habilidad depende de cada cepa, lo que coincide con
observaciones previas (Gaya et al., 1990; Centeno et al., 1996; Pérez et al., 2003).

Los 35 Lactococcus lactis subsp. lactis estudiados exhibieron gran capacidad
acidificante (Tabla 12). La mayoria de las diferencias en las capacidades acidificantes
de los lactococos fueron encontradas en las primeras horas de incubacion de la leche,
coincidiendo con las observaciones realizadas por otros autores (Alonso-Calleja et al.
2002; Herreros et al., 2003). Todas las cepas exhibieron un comportamiento similar al
cabo de 24 h; las diferencias en los valores de pH entre la cepa mas y la menos
acidificante fue de ~0,11 unidades de pH. Este hecho coincide con lo observado por
Herreros et al. (2003) durante la caracterizacion tecnologica de cepas lacticas aisladas
de queso de cabra.

Nudez et al. (1981) y Requena et al. (1991) consideraron adecuadas para su
inclusion en cultivos iniciadores aquellas cepas de Lc lactis subsp. lactis que
produjeron acido lactico en leche hasta 25°D después de 6 h de incubacion a 30°C, ya
que el empleo de estos microorganismos aseguraba una correcta acidificacion de la
cuajada favoreciendo el desuerado y evitando la proliferacion de la microbiota
indeseable. Por otro lado, Caridi (2003) consider6 adecuadas para su inclusiéon en
cultivos iniciadores aquellas cepas de Lc lactis subsp. lactis que disminuyeron ¢l pH a
valores inferiores a 5 después de 24 h de incubacion a 30°C. En el presente trabajo se
observo que las 35 cepas de Lc lactis subsp. lactis estudiadas bajaron el pH a valores
inferiores a 5 después de 24 h de incubacion a 30°C.

Segun estos dos criterios de seleccion, la mayoria de los lactococos evaluados
podrian jugar un papel importante durante la elaboracion y maduracion del queso de
oveja Guirra, contribuyendo a la acidificacion del mismo.

En la Tabla 13 se puede observar que 3 de las 14 cepas del género Lactobacillus
spp. que cuajaron el medio Litmus Milk en el primer dia de incubacion exhibieron
valores de pH similares a las cepas de Lc. lactis subsp. lactis a las 10 y 24 h de
incubacion. Estas cepas fueron Lb. paracasel subsp. paracasel (n° 6 y 153) y Lb.

pentosus (n° 97).
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Tabla 12 — Valores medios (n = 2) de la capacidad acidificante’ de las cepas de Lc.
lactis subsp. lactis que coagularon el medio Litmus Milk después de 24 h de incubacion

TIEMPO DE INCUBACION (h)

CEPA N° 2 4 6 8 10 24
95 0,11 0,25 0,64 0,98 1,40 2,05
13 0,06 0,16 0,46 0,98 1,54 2,12
156 0,01 0,19 0,68 1,28 1,59 2,12
56 0,17 1,13 1,56 2,12
155 0,07 0,44 0,92 1,33 1,59 2,09
24 0,07 0,18 0,59 1,33 1,62 2,10
25 0,07 0,15 0,65 1,25 1,62 2,10
53 0,03 0,13 0,57 0,97 1,63 2,06
116 0,09 0,39 0,82 1,44 1,63 2,09
125 0,02 0,32 0,77 1,40 1,65 2,12
29 0,11 0,36 0,90 1,42 1,66 2,12
77 0,15 0,37 0,83 1,49 1,67 2,10
96 0,07 0,27 0,77 1,42 1,67 2,10
89 0,17 0,48 0,96 1,52 1,68 2,12
26 0,09 0,27 0,82 1,44 1,68 2,11
23 0,04 0,39 0,81 1,48 1,70 2,10
90 0,06 0,23 0,83 1,34 1,70 2,05
83 0,09 0,31 0,92 1,49 1,71 2,09
114 0,11 0,27 0,86 1,45 1,71 2,11
130 0,00 0,35 0,76 1,29 1,71 2,14
10 0,03 0,31 0,74 1,45 1,72 2,13
14 0,04 0,33 0,78 1,30 1,72 2,08
20 0,04 0,45 0,93 1,50 1,73 2,11
30 0,15 0,37 0,98 1,49 1,73 2,11
48 0,18 0,44 0,97 1,49 1,73 2,16
50 0,17 0,42 0,83 1,44 1,73 2,11
42 0,17 0,43 0,90 1,46 1,73 2,15
38 0,16 0,45 1,03 1,53 1,74 2,15
19 0,05 0,41 0,93 1,54 1,74 2,10
7 0,04 0,39 0,97 1,47 1,75 2,14
15 0,04 0,39 0,90 1,51 1,75 2,12
92 0,06 0,25 0,91 1,39 1,76 2,06
93 0,09 0,26 0,83 1,37 1,76 2,07
134 0,04 0,45 0,95 1,51 1,77 2,15
94 0,11 0,27 0,80 1,38 1,77 2,13

Medio cultivo SMP, inoculados al 2% e incubados a 30° C.
! Capacidad Acidificante: pH= pH, — pH,

Sin embargo, después de 24 h de incubacion, aproximadamente 79% de los
lactobacilos estudiados (Tabla 13) mostraron valores de pH inferiores a 5 segun el
criterio sugerido por Caridi (2003) la mayoria de los lactobacilos tendrian buenas
capacidades acidificantes para ser incluidos en los fermentos iniciadores. De acuerdo
con Herreros et al. (2003) los lactobacilos metabolizan la lactosa mas lentamente, pero

la produccion final de dcido puede ser similar o a veces mayor que la de los lactococos.
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Tabla 13 — Valores medios (n = 2) de la capacidad acidificante' de las cepas de
Lactobacillus spp y Leuconostoc spp.

TIEMPO DE INCUBACION (h)

CEPA N° 4 8 10 24
Lb. paracasei subsp. paracasei

81 0,13 0,44 0,65 1,33

18 0,09 0,49 0,77 1,85

148 0,20 0,59 0,82 1,86

67 0,11 0,58 0,86 1,90

40 0,16 0,67 1,00 1,82

6 0,18 0,98 1,30 2,08

153 0,32 1,18 1,67 2,22
Lactobacillus plantarum

154 0,18 0,42 0,68 1,62

4 0,19 0,57 0,89 1,96
Lactobacillus pentosus

91 0,21 0,70 0,91 1,50

65 0,20 0,65 1,03 1,86

97 0,21 1,10 1,46 2,15
Lb. delbrueckii subsp. lactis

57 0,13 0,56 0,92 2,03
Lactobacillus crispatus

142 0,11 0,32 0,44 1,42
Leuconostoc spp.

120 0,15 0,22 0,28

165 0,15 1,12 1,46

166 0,18 1,16 1,49

104 0,33 1,48 1,75
Lactobacillus curvatus

39 0,01 0,01 0,02

Medio cultivo SMP, inoculados al 2% e incubacion a 30° C.
! Capacidad Acidificante: pH= pH, — pH,

Contrariamente a lo observado con las cepas de lactococos, las capacidades
acidificantes de los Lactobacillus paracasel subsp. paracasei mostraron grandes
diferencias entre ellas, aproximadamente 1 unidad de pH entre la mas y la menos
acidificante (Tabla 13). Aunque la mayoria de los lactobacilos evaluados mostraron una
moderada capacidad de acidificacion en comparacion a los lactococos, la inclusion de
estas cepas en el fermento es importante debido al efecto positivo que ejercen en el
flavor del queso (McSweeney et al., 1993; Lynch et al., 1997).

Se decidi6 incluir en la determinacion de la capacidad acidificante todas las
cepas del género Leuconostc ssp. (presumiblemente productoras de gas) y la cepa n® 39
(lipolitica) para conocer su influencia en la capacidad acidificante de los fermentos

mixtos (Tabla 13). Todas las cepas del género Leuconostc ssp. que coagularon el medio
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de cultivo Litmus Milk en el primer dia de incubacion exhibieron valores de pH
similares a los de Lc. lactis subsp. lactis después de 10 h de incubacion. La cepa n® 104
presentd una capacidad acidificante similar a las cepas mas acidificantes de Lc. lactis
subsp. lactis, mientras que las cepas n° 120 y 39 mostraron muy poca capacidad de
acidificacion. Este resultado de las actividades acidificantes de las cepas n° 120 y 39

concuerda con las observaciones previas realizadas en Litmus Milk.

4.1.5- ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La capacidad proteolitica de las cepas lacticas aisladas de la leche cruda de
oveja Guirra fue evaluada en primer término con el medio Litmus Milk. La actividad
metabolica de algunas cepas puede originar la digestion de las proteinas de la leche,
fendmeno facilmente observable en este medio de cultivo.

Ninguna de las 169 cepas lacticas aisladas de la leche de oveja Guirra mostro
una digestion importante de la cuajada. Sin embargo, algunos microorganismos
presentaron indicios de actividad proteolitica, que se manifestd6 como un precipitado
blanco en el fondo del tubo de ensayo (Tabla 14). Este precipitado sélo fue visible en
algunas cepas que no coagularon el Litmus Milk hasta el séptimo dia de incubacion. De
las 24 cepas lacticas que no coagularon el medio de cultivo, aproximadamente un 40%

de ellas presentaron indicios de actividad proteolitica.

Tabla 14 — Identificacion de las cepas lacticas autoctonas con indicios
de actividad proteolitica en medio Litmus Milk.

CEPA N° ESPECIE OBSERVACION
103 Lb. plantarum +
117  Lb. acidophilus +
137  Lb. acidophilus +
120  Leuconostoc lactis +
98 Lb. plantarum ++
118 Lb. rhamnosus ++
100  Lb. salivarius ++
157  Lc. Lactissubsp. lactis ++
157  Lc. lactis subsp. lactis ++

Precipitacion intensa (+++), moderada (++) y leve (+).
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4.1.6- DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA

Para la determinacion cuantitativa de la actividad proteolitica de las cepas lacticas
aisladas en la leche cruda de oveja Guirra utilizamos un método espectrofotométrico
con “O-phthaldialdehido” (OPA) desarrollado por Church et al. (1983).

Sorprendentemente, ninguna de las nueve cepas que presentaron indicios de
protedlisis en Litmus Milk, manifestado como un precipitado en el fondo de los tubos,
mostraron indicios de capacidad proteolitica cuantificables por OPA. Es posible que
estos falsos positivos, observados en Litmus Milk, pudieran ocasionarse por deposicion
de la biomasa bacteriana en el fondo del tubo de ensayo tras 7 dias de incubacion.

Después de estas observaciones decidimos realizar el ensayo de OPA con la
totalidad de las cepas lacticas recibidas (Tabla 15). Segln el test, la mayoria de los
microorganismos mostraron poca o nula capacidad proteolitica. Sin embargo, seis cepas
(4 de Lactobacillus paracasel subsp. paracasei, 1 de Lactobacillus plantarumy 1 de
Lactobacillus pentosus) exibieron gran capacidad proteolitica. Las cepas con mayores
actividades fueron una de Lb plantarum (cepa n° 4) y una de Lb. paracasei subsp.
paracasel (n° 18) que incrementaron la absorbancia hasta 0,928 y 0,925,
respectivamente, seguido por las tres cepas de Lb. paracasel subsp. paracasei que
aumentaron la absorbancia en un intervalo comprendido entre ~0,7 y 0,872 y una cepa
de Lb. pentosus con absorbancia de 0,897. También se observo una leve actividad
proleolitica en ocho cepas de Lactobacillus ssp. y una cepa de Leuconostoc
mesenteriodes subsp. mesenteriodes/dextranicum (Tabla 15). La cepa n° 39, que mostrd
actividad lipolitica en agar nata, manifestd también actividad proteolitica.

Requena et al. (1991) y Centeno et al. (1996) y Pérez et al. (2003 encontraron que
entre todos los géneros de microorganismos evaluados durante la caracterizacion
tecnoldgica de las bacterias lacticas aisladas de queso de leche de cabra y vaca, los
lactococos mostraron la mayor actividad proteolitica, aunque observaron considerables
variaciones entre las cepas. Mayo et al. (1990) en un trabajo de caracterizacion
tecnologica de cepas de Lc. lactis subsp. lactis aisladas de queso Cabrales (elaborado
con mezcla de leche de vaca, oveja y cabra), observaron que los lactococos que poseen

la capacidad de coagular rapidamente la leche también fueron los mas proteoliticos.
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Tabla 15- Actividad proteolitica de las cepas lacticas aisladas de leche cruda de oveja Guirra

PROTEOLISIS (Asionm)

ESPECIE SUBTOTAL <0,01 0,01a0,1 >0,1

Lc. lactis subsp. lactis 67 39 28

(0,925) cepan® 18
(0,872) cepa n® 40
(0,795) cepan® 67
0,700) cepa n°® 148

Lb. paracasel subsp. paracasei 35 7 24 4

Lb. plantarum 31 6 24 1 (0,928) cepan® 4
Lb. brevis 8 2 5 1 (0,112) cepan® 170
Lb. pentosus 6 2 3 1 (0,897) cepa n® 65
Lb. salivarius 4 2 2 (0,105y0,113)

cepas n° 37y 46

Lb. rhamnosus 3 1 2

Ln. lactis 3 2 1

Lb. delbrueckii subsp. lactis 2 2

Lb. acidophilus 2 2

Lb. crispatus 2 1 1 (0,139) cepa n® 140
Lb. curvatus 1 1 (0,212) cepan® 39
Ln. lactis subsp. lactis 1 1

Ln. mes. subsp. mesenteroides 1 1

Ln. mes. subsp. mesent./dextr 1 1 (0,111) cepan® 133
Lb. coprophilus 1 1 (0,106) cepan® 150
Género Lactobacillus 1 1

Total cepas 169 61 95 13

Medio de cultivo leche desnatada. Incubacion 24 h, 30°C.
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Por el contrario, e independientemente de su capacidad de acidificacion, ninguna de
las cepas de Lc. lactis subsp. lactis aisladas de la leche de oveja Guirra mostraron
signos de gran capacidad proteolitica (Tabla 15).

La importancia de los lactobacilos en queseria radica principalmente en sus
actividades proteoliticas y peptidoliticas (Menéndez et al., 1999a). El empleo de cepas
de lactobacilos junto con lactococos en el fermento iniciador produce mejoras en el
aroma y sabor de los quesos, ademas de una reduccion en el amargor (Menéndez et al.,
1999a). Desde el punto de vista higiénico-sanitario, los lactobacilos mesofilos son
considerados microorganisnos beneficiosos, capaces de inhibir el desarrollo de ciertas
bacterias patogenas (Caridi, 2003). Sin embargo, el sistema proteolitico de los
lactobacilos, en contraste con el de los lactococos, no ha sido estudiado con
detenimiento (Sasaki, 1995).

Los datos sobre capacidad proteolitica obtenidos en este trabajo sugieren que no
existe una relacion estrecha entre las actividades acidificantes y proteoliticas para las
cepas de lactobacilos, como fue también observado por Fortina et al. (1998) y Durlu-
Ozkaya et al. (2001). Las cepas que mostraron mayor capacidad acidificante (Tabla 14)
no son las que presentan los mayores valores de protedlisis con el método OPA. Asi,
cepas con baja capacidad acidificante (Lb. paracaseli subsp. paracasei n° 18 o Lb.
plantarumn® 4) exhibieron una gran capacidad proteolitica.

Sin embargo, es muy importante destacar que todos los lactobacilos con buena
capacidad proteolitica encontradas en este estudio estan incluidas en el grupo de las
cepas que coagularon totalmente el Litmus Milk el primer dia de incubacion (Tablas 10
y 11). Por tanto, el interés tecnologico de estas cepas es doble, ya que presentan

caracteristicas acidificantes y proteoliticas.

4.1.7- PRODUCCION DE GAS

Diferentes autores han confirmado que las bacterias acido lacticas que suelen
producir CO; son principalmente Leuconostoc spp. (Fox et al., 2000; McSweeney y
Sousa, 2000; Hassan y Frank, 2001). Basandomos en estos estudios, investigamos la
capacidad de produccion de gas en cultivo puro y mixto de todas las cepas de este
género mas la cepa n° 46 (Lb. salivarius) que fue la unica que produjo gas en Litmus

Milk (Tabla 10).
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Lamentablemente, recibimos s6lo 6 cepas de Leuconostoc spp. y ninguna de
ellas produjo gas en cultivo puro o mixto con otras cepas lacticas. Por otro lado la cepa
de Lb. salivarius produjo gas en ambos cultivos, confirmando el resultado obtenido en

Litmus Milk.

Tabla 16 — Produccion de gas de las cepas de Leuconostoc ssp. y Lactobacillus
salivariuss (n° 46), aisladas de leche cruda de oveja Guirra

CEPA N° ESPECIE OBSERVACION
46 Lactobacillus salivarius Positivo
104 Leuconostc lactis subsp. lactis. Negativo
105 Leuconostc mensenteroides subsp. mesenteroides Negativo
120 Leuconostc lactis Negativo
133 Leuconostc mesenter oides subsp. Mesenter oides/dextr. Negativo
165 Leuconostc lactis Negativo
166 Leuconostc lactis Negativo

Medio de cultivo Caldo Nutritivo + 5% de lactosa con campana de Durhan, incubados a 15 o 30° C
durante 3 dias.

4.2- EVALUACION DE LA EFICACIA QUESERA DE LAS
CEPAS LACTICAS AISLADAS DE LA LECHE CRUDA DE
OVEJA GUIRRA

Para comprobar la eficacia quesera de las cepas lacticas autoctonas,
seleccionadas por los métodos anteriormente descritos, se procedio la elaboracion de
quesos en el CERPTA-UAB y a escala industrial en Formatgeria Rinya.

Inicialmente se evalu6 la aptitud de las cepas para la elaboracion de queso a
pequetia escala (Planta Piloto), donde se realizaron 9 producciones experimentales. Las
4 primeras producciones (identificadas como P1) fueron realizadas con leche
pasteurizada de oveja (72°C, 15 s) utilizando como fermentos las combinaciones de
cepas que se muestran en la Tabla 8.

También en la Planta Piloto se elaboraron una segunda serie de producciones
con leche pasteurizada de vaca (identificadas como P2), utilizando mezclas de nuevas
cepas con aquéllas que utilizadas anteriormente habian mostrado propiedades
tecnologicas adecuadas (Tabla 8). Las ultimas producciones de quesos (identificadas

como P3) fueron realizadas a escala industrial con leche cruda de oveja Guirra. La
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seleccion de los microorganismos utilizados como fermentos se baséd en los resultados

obtenidos en todas las producciones efectuadas en la Planta Piloto del CERPTA.

4.2.1.- PRODUCCIONES DE QUESOSEN LA PLANTA PILOTO

4.2.1.1- PRIMER EXPERIMENTO: SERIE P1

4.2.1.1.1- Composicion

Esta primera serie de experimentos (P1) se llevé a cabo en la Planta Piloto del
CERPTA con leche pasteurizada de oveja. Los fermentos lacticos utilizados se
constituyeron en general por una cepa acidificante mas una lipolitica mas una

proteolitica.

P1.A = Acidificante (30) + Lipolitica (39) + Proteolitica 1 (4)
P1.B = Acidificante (30) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18)
P1.C = Acidificante (30) + Lipolitica (39) + Proteolitica 3 (65)
P1.D = Acidificante (30) + Lipolitica (39) (Control)

Los fermentos A, B y C mostraron una gran capacidad de acidificacion,
disminuyendo notablemente el pH de los quesos hasta valores préximos a cinco
(Figura 6). Por otro lado, el descenso de pH fue menor en los quesos elaborados con el
fermento D, hecho posiblemente debido a que este fermento estaba compuesto sdlo por
dos cepas (Acidificante + Lipolitica), destacando la importancia del efecto sinérgico
entre los microorganismos del fermento en acidificar el medio (Lee et al. 1990; Lynch
et al., 1997; Hynes et al., 2003).

Lynch et al. (1997) estudiaron la contribucion del fermento y de diferentes cepas de
lactobacilos afiadidos como fermento adjunto (Lb. casel, Lb. casei subsp.
pseudoplantarum, Lb. plantarum, y Lb. curvatus mezclados en igual volumen) en la
maduracion de queso Cheddar elaborado en condiciones asépticas. Estos autores
encontraron menores valores de pH (0,2-0,3 unidades) en los quesos que contenian los
lactobacilos adjuntos, explicandolo por el metabolismo de la lactosa residual (con la
consiguiente produccion de acido lactico) por los lactobacilos. De la misma forma, Lee

et al. (1990) elaboraron queso Cheddar utilizando un fermento comercial (Lc. lactis
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subsp. lactis y Lc. lactis subsp. cremoris) mas una cepa de lactobacilo afiadido. Estos
autores observaron que ciertas combinaciones microbianas causaban un mayor
descenso de pH, que era mayor cuando se utilizaba como fermento adjunto Lb. casel
subsp. rhamnosus, Lb. casel subsp. pseudoplantarum y Lb. plantarum, en este orden.
Asi, el efecto sinérgico entre las diferentes cepas que componen el fermento, asi como
el consumo de la lactosa residual por los lactobacilos, podria explicar las diferencias en

los valores de pH encontrados en el presente estudio.
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Figura 6 — Evolucion del pH de los quesos de leche de oveja elaborados (serie P1)
con fermentos lacticos autoctonos.

Al inicio de la maduracién los quesos elaborados con los fermentos A y B
exhibieron valores de pH similares (P<0,05), mientras que aquellos elaborados con los
fermentos C y D fueron mayores (Figura 6). A los 5 dias de maduracion se observo que
los valores de pH disminuyeron en todos los quesos, aunque esta vez no se observaron
diferencias entre las producciones A, B y C. Tras 15 dias de maduracion se observo una
pequeia neutralizacion de los valores de pH que pudo deberse a la formacion de
compuestos nitrogenados alcalinos por fendmenos de protedlisis del queso y/o al
catabolismo del acido lactico. La produccion D no mostrd recuperacion del pH debido
posiblemente a las diferencias en el fermento iniciador. Probablemente la ausencia de
una cepa proteolitica influyd negativamente en la liberaciéon de compuestos alcalinos
que neutralizasen parcialmente el pH de los quesos.

Nuestros resultados de pH fueron similares a los obtenidos por Gomez et al.
(1999), quienes al elaborar queso Manchego utilizando una cepa autoctona de Lc. lactis
subsp. lactis encontraron que el pH disminuy6 hasta 4,85 a los 15 dias, aumentando

posteriormente hasta 4,94 al final de la maduracion. Sin embargo, la evolucion de pH
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obtenida en este trabajo difiere de la observada en muchos otros quesos de oveja de
caracteristicas y proceso de elaboracion similares, en los que la caida de pH no fue tan
pronunciada (Marcos et al., 1985; Nunez et al., 1989; Pavia et al., 1999). Nufiez et al.
(1989) observaron que el pH del queso Manchego elaborado con leche pasteurizada de
oveja disminuy6 hasta 5,1-5,3 en la primera semana, aumentando hasta 5,3-5,5 al dia
90 de maduracion. De igual forma, en un estudio sobre la evolucidon de la composicion
y textura de un queso tipo Manchego durante la maduracion, Pavia et al. (1999)
observaron que el pH de los quesos diminuy6 hasta ~5,3-5,4 en el primer dia de

maduracion.

Estos bajos valores de pH pueden haber influido, como expondremos a
continuacion, en el normal desarrollo de la protedlisis y/o del flavor de los quesos

estudiados.

La Tabla 17 muestra la composicion de los quesos elaborados con fermentos
autoctonos A, B, C y D durante la maduracion. De forma general, la composicion de
estos quesos se adecua a las encontradas normalmente en quesos de leche de oveja de

caracteristicas similares (Manchego, Roncal, Idiazabal, etc.).

Los quesos de la produccion D mostraron los mayores (P<0,05) valores de
humedad durante toda la maduracion. Es bien conocida que una menor acidificacion
retarda el desuerado (Eck, 1990; Stanley, 1998). Como hemos comentado
anteriormente, los quesos de la produccion D exhibieron los mayores valores de pH,

hecho que posiblemente haya favorecido una mayor retencién de humedad.

Los quesos elaborados con el fermento D exhibieron los menores porcentajes de
materia grasa (54,08% = 0,89), mientras que en los demdas quesos estos valores fueron
similares (56,94% + 0,77). Estas diferencias se mantuvieron durante la maduracion.
Tampoco se observaron diferencias significativas entre los valores de proteinas de los
quesos, que estuvieron comprendidos entre 32,3-33,1% al dia 90 de maduracion, y en
los valores de sal en humedad (S/H) al inicio (2,32 + 0,08) o al final (6,17 £ 0,24) de la
maduracion. Estos valores de S/H concuerdan con los encontrados habitualmente en
quesos curados. De acuerdo con Fox et al. (2000), los quesos curados poseen
normalmente un 4-6% de S/H, mientras que un queso Manchego con 90 dias de

maduracidn presenta aproximadamente un 5-7% de S/H (Nufez et al., 1989).
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Tabla 17 — Valores medios (n = 2) de composicion de los quesos elaborados con leche
pasteurizada de oveja (serie P1).

DIA PRODUCCIONESY FERMENTO

A B C D

15  56,64°+0,14 57,14°+£0,19 56,64%+130 49.47°+0,16
ES (%) 60  67,58°+0,27 69,137+ 0,40 68,52®+£208 58,11°+025
90  73,34°+0,26 7434 +£0,98 73,74+ 191 63,05+ 0,09

15 2,31+ 0,06 2,43+ 0,24 2,34%+£ 0,02 2,23*+£0,16
S/H (%) 60 4,61*+0,07 4,97*+0,18 5,24%+ 0,50 4,13*+£0,21
90 6,11%+0,06 6,26"+ 0,27 6,43%+ 0,39 5,87%+0,17

Fermentos: A = 30+39+4; B = 30+39+18; C = 30+39+65; D = 30+39
ES = extracto seco; MG = materia grasa; S/H: sal en humedad
“b¢ Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05)

4.2.1.1.2- Fracciones Nitrogenadas

La Figura 7 muestra la evolucion del nitrégeno soluble a pH 4,6 (NS) de los
quesos elaborados con los cuatro tipos de fermentos autdctonos A, B, C y D. Los
valores de NS aumentaron a lo largo de la maduracion de todos los quesos alcanzando
al cabo de 90 dias valores de aproximadamente 30-32% del nitrogeno total (NT). Estos
resultados concuerdan con los encontrados por Nuifiez et al. (1976) y Marcos et al.

(1976) en queso Manchego curado (26,4-31,4%).
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Figura 7 — Evolucion de NS/NT de los quesos de leche de oveja
(serie P1) elaborados con fermentos lacticos autdctonos.
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Inicialmente los quesos elaborados con fermento B mostraron mayores (P<0,05)
valores de NS en relacion con los elaborados con los fermentos A y C, aunque al final
de la maduracién no se observaron diferencias significativas entre estos quesos. Por
otro lado, en la produccion D los valores de NS fueron inferiores (P<0,05) a los
obtenidos en el resto de producciones durante toda la maduracion.

Lane y Fox (1996) encontraron diferencias en los valores de NS entre los quesos
elaborados con y sin lactobacilos afiadidos y utilizando glucono-6-lactona (GDL) para
acidificar el medio. El contenido de NS en los quesos con lactobacilos anadidos fue
ligeramente mayor que en los correspondientes quesos control durante toda la
maduracion, reflejando quizas la actividad protedsica de los lactobacilos o una mayor
actividad de las enzimas coagulantes residuales causada por el menor pH de los quesos
experimentales. Es bien conocido que un pH bajo en las fases iniciales de elaboracion
del queso favorece la retencion de las enzimas coagulantes, y que ademas estas enzimas
poseen mayor actividad a pH bajos (Eck, 1990; Creamer et al., 1985). De la misma
forma Requena et al. (1992) observaron mayores valores de NS en quesos de cabra
elaborados con un fermento autdctono en comparacion con los quesos control (sin
fermento). Asi, los microorganismos del fermento podrian ser parcialmente
responsables de las diferencias en NS encontradas. Sin embargo, estos microorganismos
no son el principal factor responsable de la hidroélisis inicial de la caseina en el queso, ya
que su funcién esencial es aumentar los valores de aminoécidos libres y nitrégeno no
proteico a partir de los polipéptidos y péptidos generados por accidon de las enzimas
coagulantes, plasmina y tal vez catepsina D sobre las caseinas (Visser 1977).

Hynes et al. (2003 a,b) elaboraron queso utilizando un fermento compuesto por
Lc lactis subsp. lactis o Lc lactis subsp. cremoris y diferentes cepas de lactobacilos
afiadidas como fermento adjunto. Estos autores no encontraron diferencias en los
valores de NS entre los quesos experimental y control (sin fermento adjunto),
evidenciando que los lactobacilos no participan en la ruptura de las caseinas in Situ y
confirmando la dependencia de la actividad de las enzimas coagulantes. Asi, los
mayores valores de NS observados en las producciones de queso con fermentos A, B'y
C podrian explicarse por una mayor actividad de las enzimas coagulantes, debido al
menor pH, en las primeras etapas de maduracion de estos quesos (Figura 6).

En lo que respecta al contenido de aminoacidos libres totales (AA), al inicio de
la maduracion las cuatro producciones de queso mostraron similares (P>0,05)

contenidos. La concentracion de AA en el queso estd relacionada con la actividad
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aminopeptidasa bacteriana (Astron et al., 1983), y se considera como un indicador del
desarrollo del aroma y sabor (Farkye, y Fox, 1990). Segiin Bartels et al. (1987), las
cepas de lactobacilos que exhiban una alta actividad aminopeptidasa podrian acelerar la
maduracion del queso sin desarrollo excesivo de amargor.

Al final de la maduracién los quesos que contuvieron una cepa proteolitica de
lactobacilos (fermento A: Lb. plantarum; fermento B: Lb. paracasel subsp. paracasei y
fermento C: Lb. pentosus) mostraron niveles mucho mayores de AA en comparacion a
aquellos elaborados con fermento D (sin lactobacilo proteolitico afadido). Varios
autores han informado que, de igual forma a lo observado en el presente trabajo, los
cultivos adjuntos de lactobacilos aumentaron la concentracion de AA en quesos
Cheddar (Lane y Fox, 1996; Lynch, 1997, 1999), Tetilla (Menéndez, 2004), Arzuia-
Ulloa (Menéndez et al. 1999a), etc.

Lane y Fox (1996) observaron que la concentracion de AA fue
considerablemente mayor en los quesos Cheddar elaborados con fermento (~3 mg
leucina g”' queso) en comparacion con la observada en los quesos acidificados con GDL
(~0,5-1 mg leucina g queso). Estos autores comprobaron que al afiadir un fermento
adjunto compuesto por seis cepas de lactobacilos, tanto los quesos acidificados con
GDL como los que habian sido fabricados con fermento, aumentaron la concentracion
AA. Estos resultados fueron posteriormente confirmados por Lynch et al. (1997)
quienes elaboraron queso Cheddar controlando estrictamente las condiciones
microbioldgicas para evitar las contaminaciones con bacterias lacticas que no
pertenecen al fermento (NSLAB).

Al final de la maduracién de los quesos, la mayor (P<0,05) concentracion de
AA fue observada en la produccion que llevo el fermento B, (Lb. paracasel subsp.
paracasei), mientras que en las producciones A (Lb. plantarun) y C (Lb. pentosus) los
niveles de aminoacidos libres totales fueron similares. De igual forma que lo sucedido
con los valores de NS, los quesos elaborados con el fermento D mostraron la menor
(P<0,05) concentracion.

Lynch et al. (1999) estudiaron la influencia de cultivos adjuntos (Lb. paracasei
subsp. paracasei o Lb. plantarum) en la protedlisis y caracteristicas sensoriales de
queso Cheddar. De forma similar a los resultados obtenidos en muestro trabajo
(Figura 8), y a pesar de las variaciones entre cepas, los quesos Cheddar elaborados con
Lb. paracasel presentaron mayores concentraciones de aminoacidos que aquellos

fabricados con Lb. plantarum.
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La determinacion de la actividad proteolitica (seccion 4.1.6) en leche, mostro
que las cepas de Lb. paracasel subsp. paracasei n° 18 y de Lb. plantarum n® 4 poseian
actividades proteoliticas similares (P>0,05), mientras que la cepa de Lb pentosus n°® 65
fue inferior. Sin embargo, en el queso y tal vez por el efecto de la asociacion entre
cepas o la disminucién de la humedad y/o adicion de sal, la actividad proteolitica de la
cepa n°® 18 fue mayor que la observada en los quesos elaborados con las cepas n® 65 y 4
al final de la maduracion. Este hecho destaca también la importancia de la asociacion e

interaccion de las diferentes cepas del fermento en el resultado final global.
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Figura 8 — Evolucion del contenido de los aminoacidos libres totales de
los quesos de leche de oveja elaborados (serie P1) con fermentos lacticos
autoctonos.

4.2.1.1.3- Andlisissensorial

Los quesos de todas las producciones tuvieron gran intensidad de olor y una
aceptable intensidad de sabor (Tabla 18). Lamentablemente, se encontraron una serie de
defectos en todos los quesos, como ausencia de sabor tipico, amargor y sabor acido.
Este ultimo atributo recibio las maximas puntuaciones para los quesos elaborados con
los fermentos A, By C.

Requena et al. (1992) y Gonzilez-Crespo (1993) evaluaron diferentes
combinaciones de microorganismos autoctonos (Lc. lactis, E. faecalis, Lb. casai, Ln.
mesenteroides, etc) para utilizarlos como fermento en queso de cabra. El analisis
sensorial de los quesos obtenidos mostré que ciertas combinaciones de
microorganismos provocaron defectos tales como ausencia de sabores tipicos, sabores
amargos, acidos y una textura de pasta reseca/ciega y poco madurada. Los autores

asociaron la aparicion de estos defectos a la elevada capacidad acidificante de los
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fermentos utilizados. De la misma forma, Lee et al. (1990) observaron que ciertas
combinaciones microbianas causaron un mayor descenso de pH en queso Cheddar, y
que esta rapida produccion de acido afectaba negativamente el sabor de los quesos,
provocando amargor, “off flavores”, acidez y cambios en la textura (friabilidad).

Las puntuaciones méximas para la valoracion global correspondieron a los
quesos elaborados con los fermentos C y B, mientras que las minimas fueron para
aquellos fabricados con el fermento A (Tabla 18). Segun el panel de catadores las
producciones A y D presentaron regusto rancio, lo que podria explicar sus bajas
valoraciones globales. El fermento A estaba compuesto por una cepa acidificante de Lb.
lactis subsp. lactis mas una cepa lipolitica de Lb. curvatus y como caracteristica
diferenciadora una cepa de Lb. plantarum. Peterson y Marshall (1990) mostraron que el
Lb. plantarum es la principal bacteria dentro del grupo de NSLAB en ciertos quesos
Cheddar. Sin embargo, cuando este microorganismo ha sido utilizado como fermento
adjunto en la elaboracion de queso, se ha descrito la aparicion de sabores poco tipicos,
exceso de acidez y amargor, asi como también defectos en la textura del producto (Lee
et al., 1990; Antonsson et al., 2002). Por otro lado, la rancidez descrita por el panel de
catadores en los quesos de la produccion D podria explicarse por la mayor proporcion

de la cepa lipolitica (Lb. curvatus) en el fermento.

Tabla 18 — Analisis sensorial de los quesos de leche de oveja (serie P1) elaborados con
fermentos lacticos autoctonos.

TIPO FERMENTO OLOR SABOR VALORACION GLOBAL
Intensidad Calidad Regusto
A 6,4 6,8 32 1,8 2,8
B 6,4 6,4 5,2 3,4 5,2
C 6,4 6,8 4,8 3,4 5,6
D 7,2 7,2 4.4 2 4.4

Panel de 9 catadores al final de la maduracion

Las caracteristicas sensoriales de los quesos de la primera serie de producciones
(P1) fueron determinantes en las siguientes producciones. El sabor 4cido descrito en los
quesos elaborados con los fermentos A, B y C podria estar relacionado con la rapida
produccion de 4cido lactico por los microorganismos del fermento (Figura 6). La
acidificacion obtenida en nuestros quesos resultd excesiva, lo que posiblemente afecto

el normal desarrollo de la proteolisis o de un flavor equilibrado. En consecuencia, la
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accion correctora que se adapto fue la sustitucion de la cepa de Lc. lactis subsp. lactis

n° 30 por otros microorganismos de menor capacidad acidificante.

4.2.1.2- PRIMER EXPERIMENTO: SERIE P2

4.2.1.2.1- Composicion

Para ampliar los estudios de caracterizacion tecnoldgica de cepas lacticas
autdctonas utilizadas en el experimento anterior y determinar la influencia de otras
cepas acidificantes y proteoliticas en la maduracion, elaboramos cinco producciones de
queso con leche pasteurizada de vaca (P2). Todas las producciones de queso fueron
elaboradas por duplicado.

En general, los fermentos autdctonos experimentales utilizados en este
experimento estaban constituidos de la siguiente forma: una cepa acidificante, una
lipolitica y una proteolitica. Las producciones P2.H estaban compuestas sélo por una
cepa acidificante y una proteolitica con la finalidad de comparar sensorialmente el

efecto de la cepa lipolitica sobre la maduracion del queso.

P2.E = Acidificante (95) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18)
P2.F = Acidificante (29) + Lipolitica (39) + Proteolitica 1 (4)
P2.G = Acidificante (94) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18)
P2.H = Acidificante (83) + Proteolitica 6 (148)

P2.1 = Fermento Comercial (Control)

La Figura 9 presenta los resultados de la evolucion de pH durante la maduracion
de los quesos. Los quesos elaborados con los fermentos E y F presentaron los mayores
(P<0,05) valores de pH al inicio de la maduracidon, mientras que en aquellos quesos
elaborados con los demas fermentos fueron similares. Este hecho puede ser explicado
porque las cepas de Lc. lactis subsp. lactisn® 95 y 29 utilizadas en las producciones E y
F presentaron menor capacidad acidificante (Tabla 12), y como era de esperar
originaron un descenso de pH menor que las demas. Hay que destacar, sin embargo,

que los pH de los quesos de las producciones G, H e I fueron semejantes a los
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encontrados en la mayoria de quesos con caracteristicas y proceso de elaboracion
similares a los de este trabajo (Marcos et al. 1985; Nunez et al., 1989; Pavia et al.,
1999).

El pH disminuy¢6 (P<0,05) hasta el dia 5 de maduracion en las producciones E,
G e I, y hasta el dia 15 en la produccién F, para luego estabilizarse o aumentar
levemente. Al cabo de 60 dias las producciones E e I exhibieron los mayores valores de

pH, mientras que las demas producciones no mostraron diferencias.

pH
6 _
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Figura 9 — Evolucion del pH de los quesos de leche de vaca elaborados (serie P2)
con fermentos lacticos autoctonos.

El extracto seco (ES) de los quesos aument6 considerablemente a lo largo de la
maduracion desde aproximadamente 53,9% + 0,84 hasta 64,2% =+ 3,78, debido a la
evaporacion del agua de la superficie de los quesos. No se observaron diferencias
significativas entre los ES de los diferentes quesos ni al principio ni al final de la
maduracion. Tampoco se observaron diferencias en la concentracion de S/H de los
quesos, que estuvo comprendida entre 2,65% + 0,46 al inicio y 4,65 + 0,95 tras 60 dias
de maduracion.

El contenido en grasa de los quesos se situ6 en un valor medio de 51% + 1,2 en
ES, y el de proteinas en un 37% =+ 1,94 en ES. Como era de esperar estos pardmetros se
mantuvieron constantes durante los 60 dias de maduracién en todos los quesos. Todos
estos valores estan dentro de los intervalos normales de composicién para un queso

madurado.
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4.2.1.2.2- Fracciones Nitrogenadas

En lo que respecta a los indices de protedlisis, observamos que todos los valores
de nitrogeno soluble a pH 4,6 (NS) aumentaron a lo largo de la maduraciéon de los
quesos (Figura 10). Los quesos de las producciones E y F mostraron mayores (P<0,05)
valores de NS con relacién al observado en las producciones G, H e I, que fueron

similares.

La hidrdlisis de las caseinas origina péptidos grandes (insolubles en agua) y
medianos (solubles en agua) que son posteriormente degradados a pequeinos péptidos y
aminodcidos libres por las proteasas y peptidasas microbianas (McSweeney y Sousa,
2000). Las enzimas coagulantes residuales, y en mayor medida la plasmina, son los
principales agentes proteoliticos responsables de la hidrélisis inicial de la caseina en la
mayoria de las variedades de queso, dando lugar a los péptidos que se encuentran

formando el NS (Fox et al., 1993).

La plasmina es la principal enzima proteolitica de la leche y muestra sobre las
caseinas una actividad optima a pH alcalino (~7,5) (Fox et al., 1993). Como se ha
mencionado anteriormente, los quesos elaborados con los fermentos E y F mostraron
los mayores valores de pH al inicio de la maduracion (Figura 9). Este pH mas elevado
pudo haber ocasionado una mayor actividad de la plasmina, que seria responsable de

las mayores concentraciones de NS obtenida en estos quesos.

NS/NT
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Figura 10 — Evolucion del NS/NT de los quesos de leche de vaca (serie P2)
elaborados con fermentos lacticos autdctonos.

La Figura 11 muestra la concentracion de AA de los quesos elaborados con

fermentos lacticos autoctonos en Planta Piloto. De igual forma a lo observado en la
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concentracion de NS, las producciones E y F presentaron los mayores (P<0,05)

contenidos de AA durante la maduracion.

Aminoéacidos Libres Totales
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Figura 11- Evolucion del contenido de los aminoacidos libres totales de los
quesos de leche de vaca (serie P2)elaborados con fermentos lacticos autoctonos.

Los fermentos E y G incluyeron la misma cepa proteolitica (Lb. paracasel
subsp. paracasei n° 18) y lipolitica (Lb. curvatus n° 39), diferenciandose solamente en
la cepa acidificante (Lc. lactis subsp. lactisn® 95 y 94, respectivamente). Sin embargo,
los niveles de AA de los quesos elaborados con el fermento E fueron mucho mayores
(P<0,05) a los encontrados en los quesos manufacturados con el fermento G. Esta
diferencia puede atribuirse a algiin tipo de asociacion entre el Lactococcus lactis subsp.
lactis n° 95 y la cepa de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei spp. n° 18 que
posiblemente haya potenciado la actividad proteolitica de este lactobacilo.

Hynes et al. (2003 a,b) observaron que la produccion de AA en queso tipo Saint-
Paulin estaba influida por la combinacion entre las cepas del fermento iniciador (LcC.
Lactis subsp. lactis 0 Lc lactis subsp. cremoris) y las cepas de lactobacilos adjuntos
utilizados. Asi, varias cepas de Lb. casei y Lb. plantarum incrementaron fuertemente la
concentracion de AA cuando fueron utilizadas en combinaciéon con una cepa de Lc.
lactis subsp. cremoris, en comparacion a la combinacién con una cepa de Lc. lactis
subsp. lactis. Seglin los autores estos resultados podrian ser explicados por la mayor
actividad peptidasa de los Lc. lactis subsp. cremoris, que podria proveer de mas
substratos (péptidos) a las enzimas de los lactobacilos. De esta forma, la mayor
concentracion de NS mostrado por los quesos elaborados con fermento E y F (Figura
10), que evidencia una mayor concentracion de sustratos (péptidos) para los
lactobacilos, podria haber provocado el incremento de los valores de AA, durante la

maduracion.
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Por otra parte, algunos autores (Litopoulou-Tzanetaki et al. 1993; Menéndez et
al. 2001) han sugerido que valores bajos de pH podrian inhibir las actividades
aminopeptidasa de algunos microorganismos y, por consiguiente la hidrdlisis de los
péptidos durante la maduracion de los quesos. Es posible pues, que el menor pH de los
quesos de las producciones G, H e I, haya reprimido en cierta forma la accion de las
peptidasas y aminopeptidasas microbianas, en comparacion a los quesos de las
producciones E y F.

Es por tanto dificil obtener una conclusion general sobre las diferencias en los
valores de AA encontrados, puesto que pudo deberse al efecto del pH sobre las enzimas
microbianas o a las diferencias en la concentracion de péptidos disponibles para la
hidrélisis microbiana. Sin embargo, estos resultados resaltan la importancia de la
asociacion entre cepas, fenomeno que posiblemente haya potenciado la actividad

proteolitica del fermento.

4.2.1.2.3- Andlisissensorial

La evaluacion sensorial de los quesos experimentales P2 elaborados con los
diferentes fermentos lacticos autoctonos se muestra en la Tabla 19. Durante el analisis
sensorial los quesos elaborados con fermento E y F presentaron mayores puntuaciones
en los atributos de intensidad de olor y sabor. Lamentablemente, estos quesos mostraron
también una serie de defectos, tales como regustos amargos y sabores extrafios, que
influyeron negativamente en su valoracion global (Tabla 19).

En ciertas ocasiones se ha observado un aumento en la intensidad del aroma y
sabor en diferentes variedades de queso elaborados con cepas de lactobacilos como
fermento adjunto (Lee et al., 1990; Requena et al., 1992; Lynch et al., 1997, 1999).
Algunos autores (Gonzalez del Llano et al, 1991; McSweeney et al., 1993;
McSweeney y Sousa, 2000) han relacionado estas modificaciones con la acumulacién
de aminoacidos libres en el queso, como consecuencia de la actividad de las peptidasas
de los lactobacilos. Presumiblemente, un aumento general en los aminodcidos libres
actuaria como potenciadores y/o precursores del flavor. Sin embargo, los aromas y
sabores detectados durante el analisis sensorial no son en ocasiones tipicos de la
variedad de queso estudiado (Lee et al., 1990; McSweeney et al., 1993; Lynch et al.,
1997).
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Como se puede observar en las Figuras 10 y 11, los quesos elaborados con los
fermentos E y F fueron los més proteolizados. Asi, la excesiva protedlisis de los quesos
elaborados con los fermentos E y F pudo haber incrementado la intensidad del olor y
aroma, generando a la vez una serie de sabores anormales y excesivo amargor, que

disminuyeron su aceptacion por el panel de catadores.

Tabla 19 — Analisis sensorial de los quesos de leche de vaca (serie P2) elaborados con
fermentos lacticos autdctonos.

TIPO FERMENTO OLOR SABOR VALORACION GLOBAL
Intensidad Calidad Regusto
E 8 9 1,2 5,2 0,8
F 6 9 1 7,5 1,5
G 6,29 7,43 5,71 4,43 5,43
H 6,29 5,43 5,14 2,57 5,14
I 6,29 7,14 5,43 5,14 6,29

Panel de 7 catadores al final de la maduracion

En general, no se observaron diferencias significativas en los atributos
sensoriales de olor, sabor y valoracion global entre los quesos elaborados con los
fermentos G, H e I. Sin embargo, la intensidad del sabor de los quesos fabricados con el
fermento H (sin cepa lipolitica de lactobacilo) fue menor que los quesos
manufacturados con los fermentos G y I, por lo que consideramos necesario su empleo

en las siguientes producciones.

4.2.2- PRODUCCIONES DE QUESOS EN FORMATGERIA GRANJA RINYA

4.2.2.1- Composicion

Basandonos en las dos series de producciones de queso (P1 y P2) realizados en
el experimento anterior, se escogieron las cepas acidificantes (Lc. lactis subsp. lactis) n°
94 y 83, proteolitica (Lb. paracasel subsp. paracasei) n° 18 y la lipolitica (Lb. curvatus)
n° 39 para el tercer experimento (P3). La combinacion acidificante (94) + lipolitica (39)
+ proteolitica (18) fue utilizada en la producciéon P2.G del experimento anterior,
mientras que la cepa 83 fue utilizada como acidificante en la produccion P2.H.

De esta forma se realizaron dos producciones de quesos experimentales (P3)

mas una produccidon con fermento comercial como control en Formatgeria Granja
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Rinya (Valencia). Todas las producciones fueron elaboradas por duplicado con leche
cruda de oveja Guirra. Teniendo en cuenta la fragilidad de los Lactococcus spp. al
ataque de los bacteriéfagos seleccionamos para este experimento dos cepas de este

género. Los fermentos lacticos autoctonos utilizados tuvieron la siguiente composicion:

P3.J = Acidificante (94) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18)
P3.L = Acidificante (83) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18)

P3.M = Fermento Comercial (Control).

La Figura 12 muestra la evolucion del pH de los quesos de leche de oveja Guirra
elaborados con fermentos lacticos autoctonos. Los fermentos J y L mostraron similar
capacidad de acidificacion con relacion al fermento comercial (M), descendiendo el pH
de los quesos hasta valores proximos a 5. Estos resultados de pH concuerdan con los
observados en muchos otros quesos de oveja de caracteristicas similares (Marcos et al.,
1985; Nufiez et al., 1989; Pavia et al., 1999).

Tras 15-30 dias de maduracion los valores de pH de todos los quesos
descendieron a valores minimos y similares en todas las producciones. Al final de
maduracion el pH de los quesos se recuperd, alcanzando mayores valores en la

produccion M (control).

pH
6
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Figura 12 — Evolucion del pH de los quesos de leche de oveja Guirra
elaborados con fermentos lacticos autdctonos
La Tabla 20 muestra la composicion de los quesos de leche de oveja Guirra
elaborados con fermentos lacticos autoctonos en Formatgeria Granja Rinya. Los valores
de ES fueron similares en las tres producciones de quesos (P>0,05), no observandose

diferencias significativas entre ellos durante la maduracion. Tampoco se observaron
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diferencias significativas entre los valores de proteinas en ES de los quesos (34,3% +
0,6) y grasa en ES (55,71% + 0,84) durante la maduracion. La concentracion de S/H fue
similar (P>0,05) en todos los quesos (Tabla 20) durante toda la maduracion. Todos los
valores de composicion pueden considerarse normales para un queso de oveja

madurado (Marcos et al., 1985; Nuiez et al., 1989).

Tabla 20 — Valores medios (n = 2) de composicion de los quesos de leche de oveja

Guirra
DETERMINACIONES DIA PRODUCCIONESY FERMENTO
J L M

1 5637°+0,75 57,13*+£0,78 56,73 *+ 0,09

ES (%) 15 6092*°+1,70 60,08*°+2,37 58.86%+0,05

30 64,71°+£0,99  63,52°+0,16 62,98°+0,16

90 73.92°+0,64 73,21*+0,68 72,81*+0,12

1 1,28%+0,43 1,34°+£0,40  1,41*+0,02

S/H (%) 15 226°+024  1,94°+0,10  2,94*+0,02

30 2,92°+0,37  245%°+001  3,33°+0,04

90  562°+020 508°+013  555%°+ 0,03

Fermentos: J = 94+39+18; L = 83+39+18; M = Comercial
ES = extracto seco; S/H: sal en humedad
b€ Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05)

4.2.2.- Fracciones Nitr ogenadas

La Figura 13 muestra la evoluciéon de NS a pH 4,6 de los quesos de leche de
oveja Guirra elaborados con fermentos lacticos autoctonos J y L y el queso control (M)
elaborado con fermento comercial. Estos valores aumentaron continuamente desde
aproximadamente 11,5% =+ 0,96 hasta 27,4% + 0,45 de NT tras 90 dias de maduracion,
no encontrandose diferencias entre los quesos. Nuestros resultados concuerdan con los
encontrados por Nuiiez et al. (1976) y Marcos et al. (1976) en queso Manchego curado

elaborados con leche cruda, aproximadamente 26,4-31,4% tras 90 dias de maduracion.
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Figura 13 — Evolucion de NS/NT de los quesos de leche de oveja
Guirra elaboradoscon fermentos lacticos autdctonos.

Al inicio de la maduracion no se encontraron diferencias entre las
concentraciones de AA de los quesos (Figura 14), que aumentaron con la maduracion.
Al cabo de 90 dias los quesos que contuvieron una cepa proteolitica de lactobacilo
(fermentos J y L: Lb. paracasei subsp. paracasel) mostraron niveles mucho mayores de
AA en comparacion a aquellos elaborados con fermento comercial (sin lactobacilo
proteolitico afiadido).

Varios autores han mostrado que, de igual forma a lo observado en el presente
trabajo, los cultivos adjuntos de lactobacilos tienen la capacidad de aumentar la
concentracion de aminoacidos libres en quesos Cheddar (Lane y Fox, 1996; Lynch et
al., 1997, 1999), Tetilla (Menéndez et al., 2004), Arzta-Ulloa (Menéndez et al. 1999),
Sant-Paulin (Hynes et al., 2003), etc, resaltando la importante contribucion de las
peptidasas de los lactobacilos en la liberacion de AA.

La concentracion de AA de los quesos elaborados con los fermentos J y L
mostro una evolucion similar durante toda la maduracion, no encontrandose diferencias
significativas en las concentraciones de AA de ambos quesos. Estos resultados indican
que la capacidad proteolitica del fermento no fue afectada por las diferentes cepas de

Lactococcus lactis subsp. lactis utilizadas.
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Figura 14 — Evolucién del contenido de los aminodcidos libres totales de los
quesos de leche de oveja Guirra elaborados con fermentos lacticos autoctonos.

4.2.2.3- Andlisis Sensorial

El andlisis sensorial realizado mostr6 que los catadores no percibieron
diferencias significativas entre los quesos. Los sabores fueron intensos y de buena
calidad y no presentaron regustos amargos ni picantes. Todos los quesos elaborados

recibieron una valoracion global buena.

Por tanto las combinaciones de las cepas lacticas seleccionadas, J = Acidificante
(94) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18) y L = Acidificante (83) + Lipolitica (39) +
Proteolitica 2 (18), demostraron poseer buenas caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales

para la elaboracion de quesos curado de oveja.
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5- CONCLUSIONES
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1- Aproximadamente el 30% de las cepas lacticas aisladas a partir de leche de
oveja Guirra coagulan totalmente el medio de cultivo Litmus Milk en el primer dia de
incubacion. En general las cepas de Lc. lactis subsp. lactis muestran las mayores
capacidades acidificantes, mientras que la mayoria de los lactobacilos y leuconostoc
son débiles productores de acido. Sin embargo, existe una gran variacion en la
capacidad de produccion de acido entre los microorganismos lacticos, indicando que

esta habilidad depende de cada cepa.

2- En las primeras horas de incubacion de la leche se observan diferencias en la
capacidad de acidificacion de los Lc. lactis subsp. lactis seleccionados, pero al cabo
de 24 h todas las cepas exhiben un comportamiento similar, disminuyendo el pH a
valores menores de 5. Esta gran capacidad de acidificacion posibilitaria el uso de
estas cepas como fermentos lacticos. Contrariamente a lo observado con las cepas de
lactococos, los lactobacilos muestran mayores diferencias en sus capacidades
acidificantes, aunque la mayoria de las cepas también acidificaron la leche hasta

valores de pH menores de 5 tras 24 h de incubacion.

3- Ninguna de las cepas lacticas testadas provocan una digestion importante del
medio Litmus Milk, aunque en algunos casos se observan indicios de casedlisis. La
determinacion cuantitativa de la actividad proteolitica muestra que la mayoria de las
cepas testadas presentan poca o nula capacidad de degradacion proteica. S6lo cuatro
cepas de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, una de Lb. plantarum y una de
Lb. pentosus exhiben gran capacidad caseolitica. Todos los lactobacilos con buena
capacidad proteolitica encontrados en este estudio se pueden incluir en el grupo de

cepas que coagulan totalmente el Litmus Milk el primer dia de incubacién. Por tanto,
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el interés tecnoldgico de estas cepas es doble, ya que presentan caracteristicas

acidificantes y proteoliticas.

4-  Las cepas lacticas autdctonas aisladas a partir de leche cruda de oveja Guirra
muestran muy baja actividad lipolitica; solamente la cepa n° 39 (Lb. curvatus)
presenta el halo de lipolisis caracteristico en Agar Nata. De forma similar, la
capacidad de produccion de gas de las cepas es muy limitada, ya que solo la cepa n°

46 (Lb. salivarius) produjo gas.

5- Respecto a la composicion general de la primera serie de quesos (P1), los
fermentos A, B y C, elaborados con una cepa de lactobacilo anadida, muestran una
gran capacidad de acidificaciéon, mientras que los quesos elaborados con el
fermento D, compuesto s6lo por una cepa acidificante y otra lipolitica, el descenso de
pH es menor. Este hecho destaca el efecto sinérgico existente entre los
microorganismos del fermento en la capacidad de acidificacion. Los quesos
elaborados con el fermento D presentan también una mayor humedad, hecho

posiblemente relacionado con su mayor pH.

6- En cuanto a la protedlisis secundaria de la primera serie de quesos, se observan
mayores contenidos de NS y AA en aquellos quesos elaborados con los fermentos A,
B y C. Las diferencias en NS podrian explicarse por la mayor actividad de enzimas
coagulantes, debido al menor pH en las primeras etapas de maduracion. Aunque las
cepas n° 18 (Lb. paracasei subsp. paracasei) y n° 4 (Lb. plantarum) presentan similar
actividad proteolitica en leche, tal vez por efecto de asociacion entre cepas, la
disminucién de la humedad y/o la adicion de sal, la concentracion de AA en los
quesos elaborados con la cepa n° 18 es mayor que la observada en aquellos quesos
que contuvieron las cepas n® 65 y 4. Este hecho destaca también la importancia de la
asociacion e interaccion de las diferentes cepas del fermento en el resultado final

global.

7-  La evaluacion sensorial de los quesos elaborados con los fermentos A, By C dio a
conocer la presencia de sabores acidos, amargos y ausencia de sabor tipico, lo que
podria estar relacionado con la rapida produccién de 4cido lactico por los

microorganismos del fermento. La rapida acidificacién obtenida en estos quesos pudo
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ser excesiva, afectando el normal desarrollo de la protedlisis o de un flavor
equilibrado. Por otro lado, los quesos elaborados con el fermento D presentan sabores

rancios, debido posiblemente a la alta concentracion de la cepa lipolitica.

8- Respecto a la composicion general de la segunda serie de quesos (P2E, F, G, H e
I), se observa que los valores de pH de los quesos concuerda con la capacidad
acidificante del lactococo utilizado en el fermento (E y F < G, H e I), no

encontrandose otras diferencias en los valores de composicion.

9- Los quesos elaborados con los fermentos E y F presentan los indices mas elevados
de proteodlisis (NS y AA). El mayor pH de estos quesos pudo causar un incremento en
la actividad de las enzimas nativas (P. e. plasmina), explicando los mayores valores
de NS. Las diferencias en los valores de AA pudieron deberse al efecto del pH sobre
las enzimas microbianas o al mayor contenido de péptidos. Hay que destacar también
que aunque los fermentos E y G poseen la misma cepa proteolitica, presentan
diferentes concentraciones de AA. Este resultado puede explicarse por la existencia
de algin tipo de asociacion entre el lactococo acidificante y el lactobacilo

proteolitico, potenciando la actividad proteolitica del fermento.

10- En general, no se observan diferencias en los atributos sensoriales de olor, sabor y
valoracion global entre los quesos elaborados con los fermentos G, H e I. Sin
embargo, la intensidad del sabor de los quesos fabricados sin cepa lipolitica es menor,
por lo que se considerd necesario su empleo en las siguientes producciones. La
excesiva protedlisis en los quesos E y F pudo incrementar la intensidad del olor y
sabor, generando a la vez una serie de sabores anormales y excesivo amargor, que

hizo disminuir su aceptacion por el panel de catadores.

11- Respecto a la tercera serie de quesos (P3J, L y M), no se observan diferencias en la
composicion general y en el NS, siendo todos éstos valores normales para un queso de
oveja madurado. Sin embargo, los quesos J y L, que contienen una cepa proteolitica de
Lb. paracasel subsp. paracasei, exhiben al cabo de 90 dias mayores niveles de AA en

comparacion a aquellos elaborados con el fermento comercial.
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12- El andlisis sensorial no muestra diferencias significativas entre los quesos del
tercer experimento. Los sabores fueron intensos y de buena calidad, sin regustos
amargos ni picantes. Todos los quesos presentan una valoracion global buena. Por tanto
las combinaciones de las cepas lacticas seleccionadas, J = Acidificante (94) + Lipolitica
(39) + Proteolitica 2 (18) y L = Acidificante (83) + Lipolitica (39) + Proteolitica 2 (18),
poseen buenas caracteristicas tecnoldgicas y sensoriales para elaboracion de quesos

curado de oveja.

13- La seleccion de cepas lacticas autdctonas y su utilizacion para la elaboracion de
quesos permiten la obtencion de productos al menos similares, en cuanto a
caracteristicas organolépticas, a los obtenidos con fermento industrial; por lo que se
abre una via para futuros estudios que nos permitan avanzar en la linea de la obtencion

de quesos mas personalizados.
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7.1- LISTA DE LASCEPASLACTICASAUTOCTONAS

1 Lactobacillus plantarum

2 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
3 Lactobacillus plantarum

4 Lactobacillus plantarum

5 Lactobacillus plantarum

6 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
7 Lactococcus lactis subsp. lactis

8 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
9 Lactobacillus plantarum

10 Lactococcus lactis subsp. lactis

11 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
12 Lactobacillus plantarum

13 Lactococcus lactis subsp. lactis

14 Lactococcus lactis subsp. lactis

15 Lactococcus lactis subsp. lactis

16 Género Lactobacillus

17 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
18 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
19 Lactococcus lactis subsp. lactis

20 Lactococcus lactis subsp. lactis

21 Lactococcus lactis subsp. lactis

22 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
23 Lactococcus lactis subsp. lactis

24 Lactococcus lactis subsp. lactis

25 Lactococcus lactis subsp. lactis

26 Lactococcus lactis subsp. lactis

27 Lactococcus lactis subsp. lactis

28 Lactobacillus pentosus

29 Lactococcus lactis subsp. lactis

30 Lactococcus lactis subsp. lactis

31 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
32 Lactococcus lactis subsp. lactis

33 Lactococcus lactis subsp. lactis

34 Lactobacillus brevis
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54/169
55
56
57
58
59

60/173

61/171

62/172
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus salivarius

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus curvatus

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus salivarius

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus salivarius

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus delbrukei subsp. lactis
Lactobacillus brevis

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus brevis

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus pentosus

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus delbrukei subsp. lactis
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
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75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus pentosus

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus pentosus

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus pentosus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Leuconostoc lactis subsp. lactis
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus brevis

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. lactis
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115 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

116 Lactococcus lactis subsp. lactis

117 Lactobacillus acidophilus

118 Lactobacillus rhamnosus

119 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
120 Leuconostoc lactis

121 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
122 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
123 Lactobacillus plantarum

124 Lactobacillus plantarum

125 Lactococcus lactis subsp. lactis

126 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
127 Lactobacillus plantarum

128 Lactococcus lactis subsp. lactis

129 Lactobacillus plantarum

130 Lactococcus lactis subsp. lactis

131 Lactobacillus rhamnosus

132 Lactobacillus plantarum

133 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides/dextr
134 Lactococcus lactis subsp. lactis

135 Lactobacillus brevis

136 Lactobacillus brevis

137 Lactobacillus acidophilus

138 Lactococcus lactis subsp. lactis

139 Lactococcus lactis subsp. lactis

140 Lactobacillus crispatus

141 Lactococcus lactis subsp. lactis

142 Lactobacillus crispatus

143 Lactococcus lactis subsp. lactis

144 Lactococcus lactis subsp. lactis

145 Lactobacillus plantarum

146 Lactobacillus plantarum

147 Lactobacillus plantarum

148 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
149 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

150 Lactobacillus Coprophilus

151 Lactobacillus rhamnosus
152 Lactobacillus brevis
153 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
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154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
170

Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.

Lactococcus lactis subsp.

Lactobacillus pentosus

Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.
Lactococcus lactis subsp.

Lactococcus lactis subsp.

Lactobacillus plantarum
Leuconostoc lactis
Leuconostoc lactis

Lactobacillus plantarum

Lactococcus lactis subsp.

Lactobacillus brevis

lactis
lactis
lactis

lactis

lactis
lactis
lactis

lactis

lactis
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