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El queso Manchego es uno de los quesos espaifloles con més
aceptacidn, tanto en Espaila como en el extranjero y con una gran
posibilidad de ampliaciédn de mercado, piadiendo compatii perfecta-

mente con los demis quesos existentes de difusién internacional.

Actualmente se comercializan dos tipos de queso Manchego, de
pendiendo de la procedencia de la leche utilizada para su fabrica-
cidn: el queso tipo Manchego, elaborado a partir de mezclas de le-
che de oveja, vaca y cabra y el queso Manchego puro, que se elabo-

ra a partir dnicamente de leche de oveja.

Segtin el Manual de Estadfstica Agraria, elaborado por la Se-
cretar{a Técnica del Ministerio de Agricultura, los datos referen-
tes a la produceidn de leche de vaca, oveja y cabra en los dltimos

¢inco aflos son los siguientes:

Vaca Oveja . Cabra
1.975 4.984 231 . 289
1.976 5.212 22 283
1.977 5.354 . 235 . 289
1.978 5.590 231 286
1.979 5.661 205 292

v En millones de litros

"Asf mismo, los datos que dicho Manual da,referentes a la ela

boracidn de queso en Espaiia en el aflo 1.979 son:

il
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Vaca Oveja Cabra
Fresco 6.930 1.251 2.383
Blando 3.919 1.360 183
Duro no cocido 46.274 24.662 717
Duro cocido 2.084 2,232 545
Pasta azul o veteado 12 138 -
Fundido 13.320 - -
Especial 191 - -

En Tm.

Respecto del comercio exterior del queso espailol elaborado

con cualquier tipo de leche, el Ministerio de Agricultura obtiene

las stiguientes cifras:

1.975
1.976
1.977
1.979
1.979

Importaciones Exzportaciones
12.712 332
13.463 736
15,321 794
32.613 1.088
26.626 3.262

En Tm,

Se desprende de estos datos, la insuficiente produccidn de

leche de oveja y cabra respecto de la de vaca, con la consiguien-

te disminucidén en la fabricacién y elaboraciédn de los quesos pro-

cedentes de aquellos tipos de leche.

Por otro lado es bien sabido que la fabricacién de queso
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Manchego no es uniforme a2 lo largo del afio, ya que la produccidén
de leche de oveja es oscilante, siendo escasa e incluso nula en
los meses de Julio, Agosto y Septiembre, Existen después en 1los
meses de Octubre, Noviembre y Diciembre unj intensificacién prow-
gresiva, siendo a partir de Enero, cuando ocurre el verdadero au-
mento en la produccidén. La mixima producciédn se mantiene més o

menos estacionaria durante los meses de lMarzo, Abril y tayo, su--
friendo en Junio una brusca cafda para quedar pricticamente rula

en los tres meses de verano.

El objetivo fundamental de este trabajo,serd el estudiar 1la
congelacién de cuajadas en épocas de alta produccidn de leche de
oveja, como un medioc posible de mantener abastecido el mercado de

quesos Manchegos de forma continua durante todo el afio.

o Se estudiardi el efecto de la temperatura de congelacién vy
los diférentes tiempos de counservacidn a -202C., sobre los princi
pales componentes de la cuajada y sobre la degradacién de dichos
componentes a lo largo de la maduracién posterior, as{ como el
efecto de dichas temperaturas sobre los cambios ocurridos en cier
tos pardmetros (pH, acidez, humedad, etc...), directamente relacig

nadas con dicha degradacidén.

As{ mismo,se estudiard la variacidén numérica ocurrida en
los diferentes grupos de microorganismos con accioh similar sobre
ol sustrato en el que se encuentran a todo lo largo de la madura
cién y la influencia que sobre dicha variacién pueden tener los
diferentes perfodos de conservacién al estado congelado. Se estu
diardn también los efectos sobre la poblacién microbiana total vy

los Coliformes, como gérmenes indicadores de contaminacidn fecal.

T



Y por dltimo, se intentari correlacionar dichas variacio-
nes microbianas con los cambios ocurridos en los componentes bio-
qufmicos, durante las sucesivas fasea de la maduraciédn global del
lote testigo y los lotes conservados a baja temperatura, tomando
las medias obtenidas para las variables a correlacionar, de todos
los lotes en cada control realizado en cada maduracién, Igualmég
te se estudiarén dichas correlaciones a lo largo de las diferen--
tes conservaciones al estado congelado, tomando las medias de to-

dos los controles de maduracidn para cada lote analizado.



2. INTRODUCCION
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2.1, CARACTERISTICAS DEL QUESQO MANCHEGO.

De todos los quesos elaborados en Egpaiia,es el queso Manche
go el que mejor responde a caracter{sticas especfficas, siendo su
gran extensidn y consumo 1lo que permite calificarle como el tfpi-

co queso espafiol.

Compairé Cu y col (1.979), después de recoger datos del I Concur-
so Provincial de Ciudad Real y de anflisis efectuados por destaca
do# técnicos en este queso, da como cifras medias en la composi
cidn de un queso Manchego artesanal: agua 36,2 %, materia nitroge

nada 26,25 %, grasa 32,39 %, y cenizas 5,32 %.

El queso Manchego se considera incluido entre los de pasta’
pfensada y dura..El peso medio de un queso normal,es de 2 a 3 Hg.
con una forma cilindrica de 8 a 9 em. de altura y aproximadamente
20 cm, de difmetro. La corteza de color amarillQ paja pdlido,
tiene impresiones de los moldes o "bloitas" en las superficies la
terales y de la "flor" en las caras planas. La pasta es firme,
de color blanco marfil o blanco amarillento y cuando se elabora

artesanalmente tiene numerosos ojos.

Su valor nutritivo es grande, ya que cien gramos de queso

proporcionan entre 350 y 400 calorfas.

En su elaboracién industrial se cuaja normalmente a 309C,
de temperatura, durante 45 a 60 minutos. A continuaciédn, se cor-
ta hasta grédnos del tamafio de un guisante por medio de wna lira
y se calienta agitando hasta que los granos de la cuajada adquie-

ren la debida coansistencia., Se deYfa reposar 10 a 15 minutos y se



~6—

extrae el suero, moldeéndose la cuajada ¢on una presidén gradual du
rante ocho horas aproximadamente pudiendo alcanzarse al final, 10

Kg/Kg. -de queso. A continuacién, el queso se sala durante 43 ho--
ras y se procede a madurar en salas a temperatura de 162C, a 13¢9C,
y humedad relativa de 80 % a 85 %, invirtiendo diariamente los que

sos la primera semana y luego cada dos o tres dfas.

En las fibricas en que se procede normalmente a la pasteriza
cién de la leche, se suele inocular con fermentos adecuados en pro
porcién del 2 %, 30 é 40 minutos antes de afiadir el cuajo. Comn és
to, 'se trata de reestablecer en parte la flora destrufda por el
tratamiento térmico y conseguir una cierta acidez antes de procé—-

der a la coagulacidn de la leche. ( Matallana,S. 1960).

Actualmente existen numerosos estudios encaminados a conocer
1a flora microbiana especf{fica de éste u otros tipos de quesos fa-
bricados con leche pasterizada, a fin d; elaboraﬁ el fermento ade-
cuado que ‘afladido a la leche pueda reestablecer esta flora, que en
definitiva serd la que proporcione las cualidades tipicas de cada

queso,

2.2. MADURACION DE QUESOS.

2.2.1. Aspectos hioquimicos.

Un queso en maduracidn es un sistema, donde se establecen
numerosos equilibrios y se entrecruzan miltiples rutas de degrada

cién,




-T-

La maduracién es por tante un proceso tipico y particular
de cada clase de queso y los cambios qufmicos que conducen a la
transformacién de la cuajada fresca en el queso final, son catali
zados por multitud de enzimas que pueden proceder de tres fuentes
principales: del cuajo u otra preparacidn enzimftica de origen ve
getal o animal; de los microorganismos que crecen dentro del que-

so o en su superficie; de la leche misma.

En el curso de la maduracién se van acumulando en grado
diverso, los numerosos contribuyentes a su "bouquet" (péptidos,
aminoicigos libres, aminas, amohiaco, cetonas, 4cidos grasos 1li-
bres...). Estos compuestos generalmente ausentes o en bajas con-
centraciones en la leche original, surgen como consecuencia de
las transformaciones metabdlicas sufridas por los compuestos mayd-
ritarios de la leche (lactosa, triglicéridos y proteinas, espe——-
cialmente casefnas).

En todas estas traunsformaciones en las qu; por supuesto,
los enzimas originarios del cuajo o de la leche tienen un papel
relevante, adquieren especial importancia los sistemas enzimdti--
cos microbianos, capaces de transformar una cuajada inconsistente
en una masa homogénea con olor y sabor caracter{sticos. La lacto
sa se transforma casi completamente en 4cido l4ctico, la grasa es
hidrolizada en 4cidos grasos aunque esta transformacidn sdlo ad--
quiere real importancia en los quesos blandos, mientras que las
prote{nas van a sufrir grandes e importantes camblos. Sin embar-
g0, para que ocurran todas estas actividades metabdlicas,es nece-
sario que en la maduracién de los quesos se den los siguientes
Eacboréée

1.~ Factores fisicos: Adecuado grado de dispersidn de

la grasa y de la casefna, particular consistencia del queso etc.
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7.~ Factores qufmicos: Calcio retenido en la cuajada,
contenido en agu; y sal, etc...

3.~ Factores microbianos: Son los auténticos agentes ma
duradores que proceden del ambiente, de la cuajada o han sido afia
didos con el fermento.

4.~ Factores bioquimicos: Son los enzimas del cuajo y
de los microorganismos que intervienen activamente en la madura--
cidn y las vitaminas que influyen en el desarrollo de aquellos.

5.— Factores ambientales: Temperatura, humedad y venti-
lacidn de las cimaras de fermentacidn, donde se va a madurar el

queso, cuyas condiciones habrin de ser apropiadas para cada clase,

En todos los quesos,la maduracidén habré de ser lenta, a
través de toda la masa. Al principio de &sta, la multiplicacién
de los fermentos es muy activa y el mimero de gérmenes llega a al
canzar valores muy elevados. Sus enzimas exocelulares comienzan
a trassformar la lactosa en Jcido lictico, pero a los pocos dias
de comenzada la maduracidn, el 95 % de los gérmen;s licticos se
lisan y liberan al medioc una gran cantidad de enzimas que hacen
que la protefna se degrade hasta la aparicién de amino4cidos. Eg
ta maduracidn se llama maduracidn primaria y es sufrida en gene-——
ral por los quesos grandes y los que maduran a temperaturas muy

bajas.

En los quesospequeilos o muy acuosos,puede existir ademis
una maduracidn secundaria que actida junto con la pfimaria y en
ocasiones puede llegar incluso a superarla. Esta maduraciédn con-
siste en la transformacidn de la proteina hasta amonfaco y se rea
1iza normalmente del exterior al interior del queso. Algunos,co-

mo los quesos frescos, no sufren ningin tipo de maduracién.
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Sin duda el 4cido l4ctico y el cloruro séddico que se en—-
cuentran al principio en la cuajada, contribuyen al sabor del que
so pero su misién fundamental,consiste en servir de base a los
distintos sabores y aromas originados por la descomposicién del
4cido lictico, lactatos, citratos, protefnas y grasas. La forma-
cién del aroma y sabor, as{ como 1la textura y el aspecto exte-
rior tipico del queso, son los fines fundamentales del proceso de
maduracién en el curso del cual, se producen una serie de modifi-
caciones importantes:

1.~ Glicolisis. La lactosa se counvierte casi completa--
mente en fcido 1l4ctico, el cual desapareceri parcial o totalmente
en el curso de la maduracidn. . .

2.~ Protelisis de 1a caseina como componente fundamental
de la cuajada. .

3.- Lipolisis. Es la hidrélisis de la materia grasa, va-
riable segiin el tipo de quesos.

4.~ Formaciédn de la corteza.

§.~ Descenso de la humedad.

1.~ Glicolisis,

Durante la maduracién, la lactosa desaparece ya casi
desde el principio en la mayor parte de los quesos a excepcién en
general, de los quesos blandos donde puede persistir durante lar-
go tiempo.

Algunos autores como Lenoir J. (1.963§)han comprobado una
transformacién répida y otros observan su persistencia durante va
rios meses, Swartling P. y col.{1.953) y Nakanishi T. y col.
(1.958). Parece ser que la permanencia o no de la lactosa en el
queso;estﬁ influida por el tratamiento térmico-de 1a leche y de

la cuajada, ademis de otros factores y aquellos quesos tratados a
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altas temperaturas, fermentan con mayor rapidez que los tratados

a bajas temperaturas, Jiménez S. (1.973).

Esta hidrélisis rinde dos azicares.Dglucosa,D-galactosa,
siendo la primera alimento energético para los gérmenes, que la

fermentan mucho mis ripidamente que la segunda.

El producto final de las homofermentaciones es el 4cido
l4ctico y los gérmenes responsables de la misma son, Streptococcus,
Streptobacterium (Lactobacilos mesdfilos) y Thermobacterium (Lactog
bacilos terméfilos). La capacidad de produccidn de 4cido 1écti?o
de dos especies terméfilas (Str. thermophilus y L. bulgaricus),a
elevadas temperaturas (372C. y 559C.),ha sido estudiada por Costa-
magna L. (1.976&) quien demostrd que a 552C, dichas especies son
capaces de crecer e incluso producir cantidades normales de 4cido.
En las heterofermentaciones, ademds del &4cido lictico aparecen el
dcido carbdunico, etanol y Zcido acético como prod?ctos finales,
siendo originados dichos procesos por los Leuconostoc y las beta--—

bacterias.

Como consecuencia de la formacidn de 4cido lictico, e:is——
te un descenso del pH que retrasa la putrefaccién, al impedir el
desarrollo de los gémmenes contaminantes. Con ello se favorece la
implantacién de una flora beneficiosa y particular de cada tipo de
queso, que llevard a cabo junto con la degradacién proteica y lipo
1ftica, una transformacidn de los lactatos en 4cido propiénico,
4cido acético y anhfdrido carbédnico. En algunos quesos como el
Emmental, la formacidn del 4cido propidnico tiene gran importancia

para la produccidédn del aroma caracter{stico del queso.
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Algunos grupos de bacterias l14cticas,actdan sobre el 4ci-
do c{trico de la leche y simulténeamente con el 4cido lictico ori
ginan diacetilo, el cual dari lugar al aroma caracter?stico de -
los‘quesos frescos como Gervais, Petit Suisse, etc,.{ Kornacki X,
y col (1.977) y otros autores, estudian la influencia de las bac-

terias licticas en las cualidades ofganolépticas del queso.

La intensidad de la glicolisis varfa entre los distintos
tipos de quesos, En los quesos tipo Edam, Gouda, etc..., es mu--—
cho menor que la que se produce en aquellos como el Cheddar,qué
sufren una cierta maduracidn inicial de la leche. En estos que-—
sos se puede proceder a una fermentacidn lictica de la leche a
102C., habiéndose inoculado la noche anterior con 1 cc. de fermen
tos licticos por cada litro de leche. Se realiza asf una madura-
cién previa de la leche durante 10 a 12 horas, a la temperatura
mi{nima de crecimjento de las bacterias licticas y ésto mejora no-
tablemente la calid;d &éyéstoa tipos de quesos.

2.~ Proteolisis.

Los cambios ocurridos en las protefnas son los mds impor-
tantes y caracter{sticos de la maduracidn, ya que afectan a la
textura,segin De Jong L. (1.976) y al sabor del queso,segin Shaha
ni X.M. (1.976). Estas caracter{sticas tfpicas de cada uno, le
son conferidas por los 4cidos grasos, aminas y amonfiac®,producidos
en parte por la hidrélisis de la casfna, después de una serie de
transformaciones enzimdticas. Esta casefina puede ser desdoblada
séla parcialmente, ya que en algunos quesos aparece con ligera o

ninguna transformacién.

De modo general se puede decir,que las enzimas microbianas

que intervienen en la proteolisis del queso son:
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- Proteasa natural de la leche. Su actividad méxima se

sitda a un pH entre 8 y 9. Se inactiva al pH del gqueso fresco.

- Actividad proteolfitica del cuajo, que se manifiesta en
1a zona del pH de los gquesos, es decir, entre § y 6, ELl cuajo
‘descompone la casefna en productos intermedios, los cuales bajo
la accién microbiana,experimentan a continuacidén una degradacién

mis pronunciada.

- Proteasas microbianas. Carboxipeptidasas, aminopepti-
dasas di y tri peptidasas espec{ficas e inespecificas, que actdan

en condiciones diversas de pH segin su procedencia.

Ademds de la concentracidn de enzima y de sustrato, la

velocidad de la prbteolisis depende de. los factores siguientes:

-~ Temperatura., La hidrdélisis de la caseina es mucho

mds lenta a medida que se va bajando la temperatura, siendo-a 09C

la mitad que a 202C,

- Humedad. La velocidad de la maduracién es tanto mayor,
cuanta mayor cantidad de agua tenga el queso; por ello la solubi-=
lizacién de la casefna,es m4s répida al principio de la madura---
cidn que al final.

- Acidez. Un medio muy 4cido retrasa generalmente la

proteolisis especialmente si el pH se sitda por debajo de 5,5.

~ Grasa. La digestién proteica es tanto mayor cuanta me

nor cantidad de grasa tengan los quesos,
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- Concentracidn de cloruto sédico. La accién del cloru-
ro sddico es retardante de la proteolisis,dependiendo de su con-
centracidn,

El "grado" de degradacidn proteica viene medido por el
1lamado "fndice de maduraciédn”, que es la cantidad de N soluble
disuelto con relacién al N total. En este N soluble; estd inclui
do el N proteico precipitable en TCA ( & -lactoalbiminas, p-lactoq
albiminas, seroalbdmina, polipéptidos y péptidos de alto y bajo
peso molecular) y el N no proteico que se solubiliza perfectamen-
te en TCA y se determina de modo ficil en él sobrenadante (Aas,
urea...). Los aminodcidos pueden en algunos casos y cuando 1a ma
duracidén es suficientemente larga, ser degradados en 4icidos gra--
sos, aminas y amonfaco, siendo estos dos dltimos compuestos,tam--
bién detectables como N no proteico. Todos eatos dltimos compo—-—
nentes de la degradacién proteica contribuyen al "bouquet" de los
quesos y les confieren aroma y sabor. En algunos casos, sin em--
bargo, cuando la maduracién es‘excesivamente larga y se encuentra
dirigida por reacciones enzimiticas mal encamina;as, pueden produ
cirse resultados desagradables e incluso sustancias tdé:icas, com
desaminaciones y pérdida de N en forma de amoniaco y desprendi--
miento de CO,, obteniéndose as{ quesos de mala calidad. Un ejem-
plo de este tipo de malas transformaciones; son las originadas
por Clostridium., La medicién del ¥ no proteico, por lo tanto, da

rfa una idea de la "profundidad" de la degradacidén proteica.

En quesos blandos como el Limburger, Camembert o Cabrales
casi toda la casefna inicial se convierte en péptidos de alto pil.
y polipéptidos, dando valores muy altos de N soluble al final de
la maduracién, Esta gran descomposicidn de la casefna,es la que
se ha pensado como autora principal de la blandura de los quesos.

En quesos duros come el Cheddar, Emmental e incluso el Manchego,



-4~

1a solubilizacidn proteica no sobrepasa generalmente un 407% del

total-.

Los enzimas del cuajo son 1os.que fundamentalmente produ-
cen la descomposicidén inicial de la casefna,para dar péptidos de
alto pM y polipéptidos. A comtinuacidn y sin despreciar totalmen
te la accién del cuajo, son las enzimas microbianas, las que actd
an cou peéeptidasas, decarboxilasas y desaminasas para dar péptidos
de bajo pM y-aminoécidos, que en algunos casos pueden ser cegrada
dos a 4cidos grasos, aminas y amonfaco, Visser F.i.W. y col.

(1.977).

En los quesos duros, son preferentemente los gérmenes 1lic
ticos,los microorganismos que realizan la proteolisis, Liberan
pequefias cantidades de proteinasas extracelulares, pero su accién
se debe sobre todo a la liberacién de proteinasai intracelulares,
debido a la lisis de las células bacterianas. En los quesos blan
do0s o ripidamente madurados, la mayor parte de la proteolisis se
debe en cambio a las proteinasas extracelulares, liberadas por

una variedad de gérmenes (mohos) que crecen en superficie consti-

tuyendo la flora supéerficial, Piergiovanni L. v col. (1.978).

La evolucidn de la materia nitrogenada,‘ha sido estudiada
en diferentes tipos de quesos por diversos autores: Lenoir J.
(1.9638)en queso Camembert; Ritter W. y col. (1.966); Garmer J. y
col. (1.962); Lépez Lorenzo P. y col. (1.062); Albonico F. y col.
(1.967); Silvermann G.J. (1.954); Reville Y.J. (1.978) en queso
Cheddaf; West D.W, y col. (1.976); Poznanski 3. y col. (1.955) en
queso Edam; Creamer L.K. (1.970) en queso Gouda; Klimovski I.I.

(1.959) en queso Edam; HarperW. y ¢ol(1.956) en queso Provolone;
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Marcos A. y col, (1.976b),(1.978) y Ferndndez Salguero (1.975) en

quesos De:la Serena y De los Pedroches. En queso Manchego la evo"
lucién de la materia nitrogenada ha sido estudiada, principalmen=

te por Ramos M. y col. (1.976); Marcos A. y col. (L.976acd(1.978)

Ordéftez 3.A. y col. (1.980 a)

3.~ Lipolisis.

Los triglicéridos que componen la materia grasa, se hidro
lizan liberando 4cidos grasos, los cuales se acumulan en el medio.
incrementando la acidez de éste., Estos 4cidos grasos, intervie--

nen en el aroma del queso.as{ como sus productos de degradacién.

Esta hidrélisis de la materia grasa, se realiza a travéds
de las enzimas procedentes de los propios microorganismos, o bien
de las lipasas contenidas en la leche. Estas tienen distinto gra .
do de especificidad y su pH 8ptimo varf{a entre 6, 5 y 9, activén-
dose su accién hidrél{tica con los cambios brusc;s de temperatura

y la agitacién.

La hidrélisis de la materia grasa es muy limitada en 1los
quésos de pasta dura,'siendo mucho mayor en los quesos de pasta
azgl y de pasta blanda. En los quesos en cuya fermentacidn iuter
vienen los mohos en gran cantidad, €stos representan una abundan-

te fuente de lipasas,

En el queso Manchego, la hidrdlisis de las grasas es un
factor muy importante en la producciédn del sabor, por la libera--
cidn de ciertos 4cidos grasos, como el caprflico, caproico, cdpri
co y otros. Estos 4cidos grasos unidos a otros como el butirico,

desarrollan el sabor picante de los quesos afiejos que es desagra-
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2.2.2., Aspectos microbioldgices.

Los gérmenes son les auténticos art{fices del proceso de
maduracidn y juegan un papel fundamental en 1la elaboracidn de los

quesos.

En la industria quesera, los microorganismos son indispen

sables especialmente para los procesos ocurridos durante la madu-
racién, prinocipal punto de la fabricacién de los quesos.

Durante el proceso de desuere, la contraccidn de la cuajz
da, dard lugar a la expulsidn de mayor o menor cantidad de suero,
segin la intensidad de la acidificaciédn, y &sta habr4 sido produ-

cida por los gérmenes licticos y el cuajo.

Durante la maduracidn se desarrcllan una gran cantidad de
microorganismos, mohos y levaduras que a expensas de los sustra--
tos que encuentran en la cuajada, fabrican sustancias que incre--
mentan la digestibilidad del producto y le confieren el aroma y
sabor caracteristicos. Estas reacciones enzimiticas varfan espe-
c{ficamente de unos quesos a otros, as{ como los microorganismos

que intervienen en cada una de ellas.
Sin embargo, la microflora puede ocasionar algunas veces,
procesos de deterioro importantes, cuando en el queso se encuen~-

tran en gran nimero microorganismos perjudiciales,"

Por ésto, y desde un punto de vista industrial, bromatol§
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gico y sanitario, los microorganismos que participan en la madura

cidun del queso, pueden clasificarse en:

-~ Beneficiosos, ya que son en todas ocasiones fermeﬁtadg

res dtiles del queso.

- Colaboradores en fermentaciones itiles, pero pudiendo

dar origen ocasionalmente a acciones perjudiciales.

~ Peligrosos, por originar procesos metdbdlicos de dete-
rioro, o incluso procesos infecciosos y téxicos en los consunido-

res.

En el primer grupo se encuentrsn los gérmenes corsidera--
dos acidéfilos: estreptococos, lactobacilos y Leuconostoc. Esgta+
es la llamada flora lictica. Unos son considerados homofermenta-~
dores, pues $8to originan 4cido 1l4ctico a partir de la lactosa,
mientras que otros son ademi&s productores de anhidrido carbdnico,
hidrdgeno, alcohol, etec... y son catalogados como heterofermenta-

dores,

En el queso Manchego, el estreptococo predominante ez S,

lactis. Gste aparece en los primeros dfas de 1a maduracidm, pu--

diendo estar acompafiado en menores ocasiones por . Se lactis var.
diacetilactis.

Diversos autores como Ordéfiez J.A. y col. (1.973 p)ilarti-
nez Moreno JiL. (1.976) y Compairé C., y col (1.979), coinciden en
l1a ausencia de S._ _cremoris en el queso ilanchego. Segin Perry
ReD. (1.961) y Dawson D.J. y col. (1.957), este microorgzanismo

suele encontrarse asociado a g, lactis en casi todos los tipos
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~de quesos; sin embargo, no ha podido aislarse de modo general er
el aueso ianchego, si bien se piensa que el hdbitat ratural del
que procede,podria ser el mismo que el de. Se lactis. iididez .
y col. (1.979), tampoco lo han conseguido afslar del queso Cabra
les, ni Ordéfiez J.A. y col. (1.930p)en queso Rorncal, cuyas carac
ter{sticas son muy similares al anchego; si bien Devoyod J.J. ¥y

col. (1.969), si lo han encontrado en queso Roquefort.

Estos gérmenes proceden del medio ambiente, contaminado
primero a2 la leche v después a la cuajada, siendo posible encon-
trarlas en grandes cantidades en los quesos de fabricacidn arte-
sanal y los fabricados industrialmente con leche sin pasterizar.
En los quesos fabricados con leche pasterizada proceden en gran
parte del fermento utilizado. Rom4n Pifiana M. (1.975), los ha”
encontrado siempre como flora dominante a lo largo de toda la ma
duracidn, tanto en el interior como =n la superficie del queso.
Sin embargo, otros autores como lassd J. (1.974) o Compairé Ccol.
(1.979), los encuentran en gran nimero al princi;io de l1a madura:-
cién para dar paso posteriormente a un crecimiento masivo de los
lactobacilos. Ducastelle A, y col. (1.965) en queso St. Paulin,
han encontrado que constituyen la parte esencial de la flora mi-
crobiana. Su wmimero tiende a disminuir en el curso de la madura
cifn y después de unos diez dfas, no se encuentra mds que una
quinta parte de la poblacidn l4ctica enumerada en la cuajada.

En el queso Vacherin, los estreptococos mesdfilos constituyen la
fiayoe parte de la flora l4ctica total, pudiendo desarrollarse
muy bien a pesar del fuerte contenido en sal, Sozzi T. y col.
(1.973). Devoyod J.J. (1.969) en queso Roquefort, conszidera que
constituyen la flora dominante a lo largo de toda la maduracién,
encontrindose siempre cepés "poco acidificantes”. Estas estén

asociadas a gérmenes que estimulan su crecimiento (llansénula,
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8, faecalis...) y a factores de crecimiento (\as. esenciales
etc.), encontrados en el medio,liberados de la lisis de los mi---
croorgaunismos por la accién de la sal, Nifiez M.y col. (1.979),
los encuentran como flora dominante en el queso de Cabrales, tan
to en la superficie como en el interior del queso durante la fa--
bricacién, salado y primera maduraciédn. En la segunda maduracién,
los lactobacilos, levaduras y mohos, dominan en el interior del
queso y los micrococos en su superficie. En otros quesos fabrica
dos con leche de oveja, como el queso Bryndza, Prekoppovd J.
{1.976), observa que constituyen a las veinticuatro horas de fa--—
bricacién el 937 de ia flora total, decreciendo después zradual--

mente hasta el final de la maduracidn (ocho a nueve dfas).

En la autolisis de las bacterias licticas, ademds de 1la
acidificacién del medio con la disminucién del pH, interviene co-
mo chtor importante la concentracidn de cloruro sddico, ya que
los estreptococos son bastante sensibles a ella, Bie R, y col,
(1.975) en quesos noruegos, observan que la perm;;encia de éstos
en salmuera seca, provoca una mayor destruccién de las bacterias
licticas, asi como mayor digestién proteica debido a la libera-—-

cidn de las enzimas intracelulares.

Los estreptococos metabolizan la lactosa para transformar
1la en 4cido l4ctico desde los primeros dfas de la fabricacidn,
hasta que el pH alcanza un valor aproximadamente de 5, lo que ocu
rre normalmente al mes de iniciada la maduracién. A partir de eg
te momento comienzan a lisarse, liberando en el medio endoenzimas
proteolfticos que cohtribuirin a la produccidn de aminoicidos ¥
sustancias metabdlicas que colaboran en ia produccién del aroma
caracterf{stico. Segin Massé Lago J. (1.974), en el queso tianche~

go alcanzan un nimero miximo a los treinta dfas, que es del orden
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3

de 10°, En cambio los lactobacilos en este nmomento, constituyen
una fraccidén de la poblacidn de 102 a 103 veces menor. Prosi-—-
guen un lento crecimiento y a los treinta dfas igualan en nimers
7

a los estreptococos, manteniéndose luego ambos en un orden de 10

hasta pasados dos meses de maduracidn.

La acidificacidn de la cuajada,répida primero debido a
los estreptococos y mis lenta después por la acciédn de los lacto-
bacifios, prpvoca una disminucién del pH del medio, lo suficiente-
mente grande, bara inhibir el desarrollo de la flora contaminante
indeseable, como las Salmonellas, Brucellas, esporulados y ZEsche-
richia coli, pudiendo éstos llegar a perder completamente su capa

cidad de multiplicacién.

Es importante resaltar aquf por tanto, la obligatoriedad
que se ha dado en muchos paises a la pasterizacidu de la leche
con la que se va a fabricar los quésos, cuando éstos van a sufrir
un proceso madurativo inferior al que se conside;; suficiente co-
mo para que la flora indeseable se haya destruido totalmente. A
la acéién inhibidora de la acidez del medio se suman también favo
reciéndola, las elevadas concentraciones de cloruro sdédico, los

lactatos y determinadas enzimas.
i

!
|

Los lactobacilos terméfilos, se incluyen entre los fermepn
#os empleados en la elaboracidn de qﬁesos de pasta cocida. Los
’lactoﬁacilos meséfilos, constituyen la flora priancipal en la dlti
%ma fase de maduracidn en los quesos de pasta preunsada no cocida y
en algunoé de pasta cocida, tanto en quesos elaborados con leche
‘cruda; como pasterizada. Al igual que los estreptococos, son tan
abundantes en.el medio ambienté'de las queserias, que algunos au-
tores no consideran necesaria su adicién a los fermentos, incluso

]
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trabajando con leche pasterizada.

Segin Orddfiez J.A. y col. (1.978b) Ndfez M. (1.976) y
otros autores, sdlo se han detectado en queso Manchego, L. casei
y L. plantarum. La presencia de estas dos especies por otra par-
te, es normal en otros tipos de quesos segin Feagan J.J. y col,
(1.959); Ordéilez J.A. y col. (1.930é)§8urgos J. y col (1.971).
Parece éer.que L. casei se instala mis ficilmente en el queso que
L. plantarum, pero si éste estf presente en la leche, pasa al que

so y persiste ordinariamente.

Los lactobacilos han sido estudiados en muchos tipos de
quesos: Devoyod J.J. y col (1.910Q9en queso Roquefort; Johns C.K
y col. (1.9.59); PernyK.D. y col. (1.960) en queso Cheddar; Syrjan
sen H, {1.965) en queso Edam; Sharpe E. y col. (1.956) en queso
Siltton; Ducastelle A. y col. (1.965) en queso St. Paulin; Sozzi
T. y col. (1.973) en queso Vacherin; Ndflez M. y col. (1.979) en

queso Cabrales, etc,...

El desarrollo de los lactobacilos comienza cuando los es-
treptococos licticos ya no pueden seguir creciendo en el medio de
bido a la acidez de éste. Las células se lisan y liberan en mu--
chos casos sustamcias estimulantes para los lactobacilos, Branen
A.L. y col. (1.969); Devoyod J.X. (1.969); Libudzise 2. (1.976);
Branen A.L. y col (1.970). Estos #nician entonces su desarrollo,
pudiendo llegar a coustituir al final de la maduracién una parte-
muy representativa de la poblacién microbiana del quesd. Sin em-
bargo en algunos tipos de quesos como el St. Paulin, Ducastelle A,
y col. (1.965), han encontrado que los lactobacilos no estfn pre--
sentes mis que en un ndmero muy débil y précticamente insignifi--

cante en las cuajadas y los quesos muy jévenes, tendiendo siempre
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a mmltiplicarse a lo largo de la maduracidn, pero sin que su nime
ro llegue nunca a ser importarnte 8i se le compara con 1la pobla-—--
cidn microbiana tdtal. Lo mismo ha encontrado Devoyod J.J. (1970)
en el queso Roquefart. Este autor ha encontrado que la mayorfa .
de las cepas aisladas al principio de la fabricacidn, perteunece a
la especie L. casei. Esta especi€@, exigente respecto de los nu--
trientes que necesita para su crecimiento se ve favorecida en ge~
neral, por las vitaminas del grupo B y por péptidos que provienen
del hidrolizado de protefnas y no se desarrolla en un medio con

10% de cloruro sédico. Por el contrario, las cepas que crecen en
la superficie después del salado (L. Qlantarum),son capaces de de
sarrollarse en presencia de ésta misma concentracidn de cloruro

sddico. El salado provoca por tanto una ligera disminucidén del

ndimero de lactobacilos, asf como una seleccidn entre ellos. Des-
pués del salado la flora total del queso Roquefort, estd princi--
palmente constitufda por levaduras y micrococos,mis resistentes a

la sal que los lactobacilos.

Dentro del grupo de los gérmenes licticos, es necesario
tener en cuenta tambidén, la presencia del género Leucorostoc. ﬁ_
tas son bacterias licticas heterofermentativas, caracterizadas
por una fermentacidn gaseosa de los aziieares, con produccidn ade-
m4s del 4cido l4ctico, de CO_,diacetilo , acetona y otros 4cidos
volitiles que contribuyen a la formacidn cdel aroma. Son bacte——-
rias poco acidificantes comparadas con los estreptococos v los
lactobacilos y también son inhibidos como los primeros, cuando el

pH se acerca a §.

Niéfiez M, (1.976) ha aislado de quesos Manchegos artesana-
les e industriales, ciento noventa y cinco cepas del género Leucg

nostoc, clasificadas comé L. dextranicum, L. paramesenteroides,
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L. mesenteroides, L. lactis ¥ L. cremoris. Parece ser que las ap

titudes tecnolégicas de los Leuconostoc no estfn muy claras, il-
gunos autores como Overcast W.W., y col. (L.952), opinan que debi-
do a su caricter heterofermentativo son capaces de producir, ojos
e incluso cuando su nimero es excesivamente grande, agrietdmieato
en el queso Cheddar. Esto sin embargo, podr{a ser beneficioso en
algunos tipos de quesos como el Roquefort, ya que favorecerfa el
desarrollo de Penicilliums Devdyod J.J. (1.970). En el queso Va-
cherin, la existencia de pequefios 0jos no se considera defecto vy
son debidos seguramente a 1a presencia del 10% de las cepas l4cti

cas aisladas.

Orddiiez J.,A. y col, (1.9786)opinan que la aparicidn de pe
queiios ojos en el interior de la masa del queso !Manchego, podria
der muy bien debido a la presencia de bacterias de este género.
Sin embargo Nifiez M. y col. {1.979) encuentran en queso Cabrales,
que la poblacién de Leuconostoc permanece siempre por debajo de
107 gérmenes/gramo, lo que se considera insuficiehte!para jugar

un papel importante en la apertura del queso.

Otro grupo de bacterias consideradas l4cticas, estd cons-
titufdo por el género Pediococcus., Dichos gérmenes sin embargo,
aunque han sido estudiados en algunos tipos de quesos como el Che
ddar por Fryer T.F. y col. (1.966), no se consideran de gran va--—
lor tecndlégico, debido quizis a su dificultad para desarrollarse
incluso a bajas concentrgciones de cloruro s8dico. En eliqueso
Manchegg han sido estudiados por Ndfiez M. (1.976), clasific4ndose

todas las cepas encontradas como P, pentosaceus.

En el grupo de gérmenes considerados como colaboradores

en fermentaciones iitiles , pero gue pueden dar lugar a acciones
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perjudiciales, se pueden incluir a los enterococos.

Se trata de gérmenes muy ubicuos de procedencia fecal o
ambiental, betahemolfticos, con buena resistencia a temperaturas
incluso de 602C durante 30 mn. y con capacidad de multiplicacidn
en medios clorurados y con sales biliares. Poseen resisten
cia a la penicilina a concentraciones relativamente elevadas y
persisten durante mucho tiempo en anaerobiosis a pH superiores a

5.

Los enterococos se han estudiado bajo dos puntos de vis-
ta diferentes: como microorganismos indicadores de contaminacidén
fecal por Brooks D.E.J. (L.974) y por su intervencidn en la for-

macidn del aroma.

Se admite generalmente la actividad metibdlica de ilgunas
cepas de enterococos,que dan lugar a productos metabdlicos
productores del aroma; bajo este punto de vista ﬁan sido estudia
dos en el queso Cheddar por Dahlberg A.C. y col. (1.943). Sin
embargo y a pesar de que por esta propiedad pudieran considerar-
se beneficiosos, se les achaca en muchas ocasiones, la responsa-
bilidad de los procesos infecciosos originados por el consumo de

alimentos intensamente contaminados por estos gérmenes.

Se encuentran en casi todos los quesos, habiéndose aisla
do por Devoyod J.J. y tol, (1.970§)en queso Roquefort, Jensen J.
P. y col. (1.973, 1.975£)en queso Cheddar, Bovikinia V.S. (1969)
en queso soviético, etc..., halldndose en algunos de estos que--

8
sos como el Cheddar, valores de hasta 107—10 gérmenes/gramo.
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En el queso Ulloa, Orddilez J.,A. y col. (1.077 a) observan
un aumento en la tasa de enterococos progresivo a lo largo de to-
da la maduracién, lo que concuerda con las experiencias de Xosi~=
kowski F.V. y col. (1.948) en el queso Cheddar y se opone a las
conclusiones de Stadhouders J. (1.960), el cual afirma que la prg
liferacién de enterococos no tiene lugar més que durante la elabg
racién del queso y no después durante la fermentacidn acidolécti-

ca.

Orddéiiez J.A. ¥y col. (1.9788)observan que de las ciento
cincuenta y siete cepas d& enterococos que aislan de queso Hanche

go, un 30% pertenecen a la especie 8. faecalis var, faecalis.

Otros autores sin embarge, como Schemidt R.H. y col. (1.9%&); Ma~
sso Lago J. (1.974) y Néfez M. y col. (1.979), encuentran como es
pecie predominante de los quesos estudiados por ellos a Se fae-

cium.

Los estreptococos fecales, se lian utilizado en algucas
ocasiones como aceleradores de la maduracidn, afladiéndolos al fer

mento y de esta manera se han obtenido buenos resultados.

Finalmente en el grupo de gérmenes que pueden causar deﬁg:
rioro, se encuentran los Coliformes y en particular E. coli,
Achromobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, bacilos no esporula--
dos, hongos, levaduras y las bacterias consideradas patégenas,
responsables de las enfermedades infecciosas como son estafiloco-

cos coagulasa positivos y Clostridium.

Todos estos gérmenes son counsiderados de contaminacién

exdgena.
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Los productos l4cteos pueden ser también portadores de
otros tipos de gérmenes, que proceden directamente del ganado y
se transmiten a través de la leche ordefiada, Estos son: Mycobac
terium,Brucella, Salmonella, etc... responsables de las enfernmeda
des transmitidas al hombre por contaminacién endégena, y por tan-

to altamente patdgenocs.

Los coliformes son bacterias que se desarrollan entre lé2C
y 402C, siendo su crecimiento muy répido a partir de 202C,

Alais Ch. realizé una experiencia en sesenta muestras de leche
ordinaria procedentes de una e:xplotacidm industrial, con 52 coli-
formes/cc. como término medio. Conservaba una parte de la leche
a 162C y otra a 212C durante 24 horas. La leche mantenida a ma-
yor temperatura, presentaba un niimero de coliformes del orden de
60 x 103 mientras que la otra parte de la leche conservada a 162C,
sélo era de 106 coliformes/co.

Frank J.F, y col. (1.977), realizaron ex;eriencias de cul
tivos de E. coli, con diferentes councentraciones de bacterias 1léc
ticas y diferentes.temperaturas en leche descremada, observando
que la supervivencia de E, coli es mucho menor a menor temperatu-
ra de incubacidn (219C frente a 322C) y mayor concentracidn de
bacterias lécticasl(Z,OS frente a 0,25%), debido al incremento de
acidez ocurrido en el medio por el metabolismo de las bacterias
acidolicticas, al cual son extraordinariamente sensibles Llos gér-

menes coliformesy Hasono A. y col. (1.977).

Los coliformes se incluyen dentro de la familia Enterobac
teriaceae, gérmenes en su mayorfa, huédspedes normales del intesti
no de los mam{feros y por tanto su presencia en gran nimero en la

leche, puede atribufrse a una contaminacién fecal, En esta fami-
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lia compuesta por bacterias Gram negativas, se incluyen ademis de
los coliformes (Fermentadores de lactosa con produccién de gas),

otras bacterias como Salmonella, Shigella, Serratia y Proteus (no
fermentadoras de lactosa aunque si de otros azdcares). Dentro de
los coliformes, las dos especies més comunes en la leche y produc

tos licteos son Escherichia coli y Aerobacter aerdgenes. Estas

bacterias son perjudiciales para los quesos frescos si se encuen-
traﬁ en gran cantidad, ya que provocan el hinchamiento de 1la pas—
ta. Son poco sensibles a los antibiéticos. Bester B.H. (1.976),
inoéulé leche con una concentracidn de células de Entercbacter ae
régenes de 1,23 x 107 /ml., observando que ésto causaba hinchamien
to por produccidn de gas, incluso cuando el queso en fabricacidn
estaba adn bajo prensa. E1l contaje de estas bacterias disminufa
répidamente y desaparec{a a las siete u ocho semanas. La leche
inoculada con E. coli (7,8 x 106/m1.); no causaba en principio
este tipico defecto, pero los organismos llegaban a alcanzar un
nimero de 1 x 109 88Y«/gr  causando despuds de doce seminas el

abombamiento cuando el ndmero de E. coli era todavfa de 2,8 x 105/g.

Goicoechea A, y col. {1.979), observaron que a lo largo
de 1a maduracién del queso tipo Manchego, el nimero de coliformes
disminuye progresivamente, llegando a desaparecer en algunos lo~-
tes de quesos, Este resultado es 1mput;ble a d;s causas esencia-
les: disminucién del pH, provocado por un aumento notable del ni-
mero de gérmenes l4cticos, especlialmente en los primeros dfas de
1a maduracién y una disminucién en la actividad del agua. No ob-
servan sin embargé una influencia directa de la concentracidén sa-

1ina sobre el ndmero de coliformes,

Martinez Moreno, J:L. y col. (1.976) que estudian quesos
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Manchegos artesanales e industriales,- observan que en ambos tipos
de quesos se alcanzan conteos miximos en la orimera szmana, del
orden de 106~108/gr. En todos los quesos irncdustriales, la pobla-
cidn a los treinta dfas es inferior a 102/;r., sin- embargo en
nueve de los diez'quesos artesanales estudiados, loz coliformes a

los treinta dfas superan los 104/gr.

Esta disminucién en-el ndmero de coliformes, mucho mis r§
pida en los quesos industriales que en los fabricados artesanal--
mente, se explica por los autores mediante dos cusas: la conside-
racidén de que en los quesos de fabricacidn industrial, la pobdla-—
cidén microbiana es mayor, debido 2l mayor tiempo tramnscurricdo en-
tre la recogida de la leche y la elaboracién del queso.

‘ Esto hace que el porcentaje de estreptococos lécticos/flg
ra total de la leche de los quesos industriales, de 515 frente a
10,9% en la leche de quesos artesanales, ocasione una réoida dis-
.
minucidn del pH que afecte a los coliformes. Grilleunbergs, G. vy
col. (1.979) encuentran también en quesos Emmental, maror porcen-
taje de bacterias lécticas en los fabricados incdustrialments, que
en los fabricados de modo artesanal en todos los estadios de la
maduracidn. Por otra parte, los quesos industriales sufren uns
deshidratacidn debido al recalentamiento de la cuajada que no se
efectdia en el queso artesanal. [l contenido en agua queda »or
tanto reducido a un 51,46 frente a 359,57% en estos dltimos v es-
ta disminucién en la humedad, puede considerarse también como un
factor que influye en la mayor desaparicidn de los coliformes en
los ﬁuesos que ge fabrican por procedimientos industriales, Tocdos
estos resultados coinciden con los estudios realizados por Stadhou

ders, J. y col, (1.966).
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Orddiiez J.\. v col. (1.97§b)en queso lanchego, observan
un nimero de coliformes inferior a 105/gr. desde el primer mes de
la maduracidn, desapareciendo casi completamente durante el procg
so. Massé Lago J. (1.974) llega a los mismos resultados tras ob-
servar una serie de ondas de variacidén numérica, atribuibles qui-
z4s a la liberacidén de sustancias estimulantes del crecimiento

por ciertas bacterias,

Los coliformes han sido muy estudiados en diferentes ti--
pos de quesos: Dommet T.7. (1.970, 1.974, 1.975) vy Gillies L
(1.973) en queso Cheddar; Fryer T.F. (1.975) en queso Gouda; Ste-—

phanova-Kondratenko M. (1.964) en queso Kashkaval, etc...

Galzin M. y col. (1.970) en queso Roquefort, destaca que
en la superficie del queso, el nimero de coliformes disminuye
constantemente volviéndose despreciabk® después del salado, sien-

do esta desaparicidn méds lenta en el centro que en la superficie.

Mourgues R. y col. (1.977) demostraron en la Estacién E:i—
perimental de Jouy en Josas, que en quesos de pasta blanda fabri-
cados a partir de leche pasterizada, el nidmero de coliformes e:xiz
tentes durante la maduracidn est4 en relzcién directa cor el ndme
ro de ellos presentes en la leche inicial y demostraron gue ura
contaminacidn inicial, incluso débil de la leche en gérmeres coli
formes, puede llevar en el curso de la maduracién 2 una multipli-
cacién enorme diffcilmente compatible con las normas de higiene
(106 - 108 en algunos casos), Los coliformes que se desarrollan
en la maduracién y conservacidn por el frfo de este tipo de que--
sos, pertenecen en su mayorfa a la especie E, hafuize. Estas bac
terias son conocidas por su aptitud a desarrollarse a temperatu--

ras relativamente bajas, y se consideran bacterias psicréfilas,
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las de E. hafniae en la conservacidn a { grados centizrados.
Existe un m4ximo en el desarrollo de E, coli enteropatégenas,

: seis!horas despuds de afiadido el cuajo, disminuyendo luego los
gérménes en el curso de la maduracién, tanto mis répidamente cuan

to mis acidificante sea el fermento utilizado.

Desde el punto de vista sanitario, los quesos pueden vehi
cular algunos gérmenes considerados como patdgenos, cuyo creci---—
miento en la leche depende de la temperatura ¥y en ocasiones de la

acidez del medio.

—-A 37°C el crecimiento de los gérmenes es répido salvo pa

ra M. tuberculosis, que se desarrolla muy lentamente. Un queso

Camembert, cuya leche de fabricacidn estuviera infectada, conten-
drfa bacilos tuberculosos vivos afn después de tres meses. Sin
embargo eun un queso de pasta cocida, donde la temperatura de ca-
lentamiento de la cuajada (552C - 30 a 40 mn.) es muy inferior a
la pasterizacién clfsica, dicho tratamiento jurto comn una madura-

cidn suficientemente larga, es bastante para destruir completamen

te el bacilo tuberculoso.

[ - A 152C contimian multiplicéndose ero muy lerntarente.
‘ P y P

- Por debajo de 109C, no hay crecimiento.

- A 52C, la conservacidn prolongada no provoca destru-—-

ccidén apreciable.

Las Salmonellas pueden resistir durante mucho tiempo, in-
cluso a temperaturas de conservacidn de' -202C. En el queso ian-——
chego, los serotipos toxiinfeccioses mds frecuentes son S, typhi-

murium y S, enteriditis. Estos son los denominados "poco adapta-
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dos al hombre". También pueden aparecer algunos de les adaptados

a la especie humana, como S. typhi y S. paratyphi, causantes de

las fiebres tifoideas. Estos dltimos no resisten normalmente los
medios &cidos (ph: 4,6-4,8), pero en ocasiones pueden aparecer ce

pas acidotolerantes,

Respecto de las Brucellas se puede decir que, los tres ti
pos de Brucellas conocidas, son pathanas para el hombre y pueden

encontrarse en la leche: Brucella melitensis albergado en la le~

che de cabra, Brucella abortus bovis en la leche de vaca v 3ruce-

1la abortus.suis en la leche de cerda. La mis peligrosa es sin

duda 1a Brucella melitensis, agente causal de la filebre ondulante

o melitococia, Este agente patdgeno puede encontrarse también en
1a leche de vaca.

Las Brucellas sin embargo, son microorganismos infeccio--
sos con bastante sensibilidad a las influencias ambientales (ca—-
lor, salinidad del medio y especialmente acidez); lo que quiere
decir que cunando la tecnologfa es correcta, sobre todé sk la con-
taminacidén de la leche no es excesiva, laz Brucellas son geuneral-

mente eliminadas en los primeros quince dfas de maduracién.

En el caso de los estafilococos, si el pH no cdesciende
por debajo de 5 (acidificacién insuficiente), el nimero de zérme-
nes queda inalterado & incluso puede incrementarse a lo largzo del

tiempo.

Martfnez Moreno J.L. y col, (1.976) aislé cuarenta y seis
cepas de estafilococos de leche de oveja y queso Hanchego artesa-
nal. Los estafilococos coagulasa positivos representaron el 573

de los aislamientos; los coagulasa negativos el 22% y los microco w
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cos el 735 restante. Dada la escasa imnor

o
estafilococos coagulasz pocitivos ¥ su rép

queso, especialmente cuando las bacterias

de los primeros estadfos de la nmaduracién

tancia numérica de los

iZa desanaricidn ez
l8cticaz oredominan
1

v dada tambiidn

sa zctividad proteolftica, lipolitica y la extraordinaria sens

lidad al pH de los coagulasa negativog, no

grupo con capacidad tecnoldzica suficiente

en la maduracién del queso ilanchego.

n
se considera o est

s como pari partici

Todos estos resultados coinciden en general con los obie-

aidos por Devovod J.J. (1.989), quien trakajando conm gueso llogus-—

fort observa una mayor desaparicidn de los estafilococos coagula-

sa negativos en la superficie del queso re
donde pueden permanecer hasta diez dias de
Los estafilococos desaparecen répidamente,

flueuncia de la sal en queso Cabrales; Mife

specto del interior

»

spués de la maduracidn.

debido también 3z 1

z M. 3 col. {1,030)

a

g

«
Otros muchos autores, han estudiado también la varizcidrn
y

de estafilococos en la leche y. productos l4cteos: Luguet [F.l

(1.963); Thatcher F.3. y col. (1.950); Tucltev S.L. r col. (1.%:

-

Con rélac%ﬁn a Claestridium, casi nunca se 2 encontrado

an queso ilanchego, a parte de C. botulinum

s, otro giraer

B
\
]

[o]
1
b

~dnero mds que C, verfringens. Las esnoras son termorraczizten

v no se .destruyen, incluso a temperaturac e pazterizacsidn,

trata de un germeu muy ubicuo, que puede encontrarse en el sue

polvo, agua, alimentos crudos y en las heces de alguros aninzales

P

Uno de los mis peligrosos es Clostridium tyrobutiricum, czusan

de la decominada "hinchazdén butfrica", frecuente en los quesos

pasta cocida. Debido a la termorresistencia de las esporas, se

recomiendan las técnicas de bactofugacidn para su eliminacidn,
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cuando se sospechan contaminaciones importartec, surque los Clos-
tridium no resisten ura elevada acidez, lo que sunone su posible

inhibicidn por los fermentos licticos.

Existe por dltimo, un grupo de microorganismos con activi
dades proteoliticas y lipolfticas importantes, que son los microco
cos. BEstos han sido estudiados en diversas clases de quesos: Al
ford J.A. ¥y col. (1.950) en queso Cheddar; Devoyod J.J. (1.969)
en queso Roquefort; Langsrud T. v col. (1.973) en queso Zumental
etc... En queso Manchego hén sido estudiados por: Ortiz de \po-
daca i.J. ¥y col. (1.979); tlartfnez dMoreno J.L. (1.975); ildiez 1i,
v col. (1.976); Romdn Pifiana M. (1.975)...

Ortiz de Apodaca M.J3 y col. (1.979), encuentran que M.
lactis es la especie mfs sbundante en el queso Manchego (alrede--
dor cdel 60%), cifra mds o menos coincidente con la encontrada por
Ordéfiez J.\. y col. (1.977d)para el queso tipo Ulloa y Orddéfiez J.
A. ¥ col. (1.9%0%)para el queso de Roncal. Ducastelle A. 3 col.
(1.955) en queso St. Paulin detectan un porcentaje ma-or, alrede-

dor cdel 754 de M. Lactis.

No existe concordancia de todos los autores acerca de la
permanencia de los micrococes en el queso. Para unos, como Ordé-~
fiez J.\. vy col, (1,977 aMesaparecen al poco tiempo de comenzar la
maduracidn,ya que después de veinticinco dfa no pueden ser detec-
tados. Romin Piffana M. (1.975), los detecta en nimero poco impor
tante desde el principio de la maduraciédn en ques&s Manchegos pa-
rafinados, quedando m4s o menos conztantes a lo largo de ella.
Sin embargo para otros como Devoyod J.J. y col. (1.966), la perma
nencia puede ser de hasta seis meses en queso Roquefort, debido a

la gran contaminacién a través de la salmuera.
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La leche ordeflada asépticamente no contiene microorganis-
mos de este tipo, por tanto los micrococos del queso proceden del

aire, piel, polvo y fundamentalmente de la salmuera.

Devoyod J. iﬂ y col. {1.969) observan en la superficie
del queso Roquefort, que la mayor parte de la flora estd consti--
tuida:por los micrococos que son aportados en grandes cantidades
por IF sal, teniendo en esta parte del queso condiciones éptimas
para ‘su desarrollo. En el centro del queso sin embargo, no es
més que diez dfas después del salad&, cuando los micrococos se

vuelv%n dominantes en relacidn a los estafilococos.
t

!

{
i
] Romén Piftana M. (1.975), trabajando con quesos Manchegos

|
'no pAfafinados, observa un aumento importante en el nimero de es-

tos microorgaunismos justo después del salado, hasta el primer mes

antei‘de retornar a las débiles concentraciones iniciales (O,leo3

gérmenes/ml.), considerando por tanto que los micrococos no jue~—~

gan papel demasiado importante en estos tipos de quesos.
: |

i
*
»

! Nifiez M. y col. (1.980) encuentran en queso Cabrales, gque

los Jicrococos quedan constantes en el interior del queso y proli
! , .

feran:activamente en su superficie durante *a primera maduracién.
Durante la segunda maduracidn, aumentan tanto en el centro como
en la superficie, donde constituyen la flora dominante, para dis-

minuir fuertemente al final de la maduracidn.
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2.3. IMPORTANCIA MICROBIANA EN LA TECNOLOGIA QUESERA.

Sin restar importancia a los enzimas aportados por el cuajo
y a_los que forman parte de la leche, son los endo y exoenzimas

microbianos los que catalizan principalmente las transformaciomnes,

Sin embargo los gérmenes no actdan generalmente solos, sino
formando grupos de accién enzimftica semejante sobre los componen
tes de la cuajada y del queso. As{ por ejemplo: los enzimas pro
teolfticos, ademis de los que provienen del cuajo y de la leche
misma, proceden en cada determinado momento de un grupo heterogé-
neo de microorganismos, que van variando su actividad metabdlica,
a medida que avanza la maduracién. En el caso de los estreptoco-
cos, que son counsiderados flora dominante al principio de la madu
racién, tienen en este momento prioritariamente un papel acidifi-
cante, ya que transforman intensivamente la lactosa en ﬁcido 14c-
ticoj sin embargo y a la ve£ que realizan este papel, liberan al
medio enzimas exocelulares que actdan direetamenﬁ% sobre la mate-
ria nitrogenada. A medida que avanza la maduracién y cuando el
pH es lo suficientemente bajo, las cé8lulas se lisan y entonces su
accién proteolftica se intensifica por la liberacidn de endoenzi-
mas. El poder proteolftico en este momento supera la capacidad
de producir 4cido l4ctico y su accién metabolizante ahora, es por
tanto diferente de la que tenfan al principio.

- Es m&s 1l8gico por tanto, hablar en cada estadfo de la madu-
racién de grupos de gérmenes con la misma acciédn enzimética y 1a
repercusién que el ndimero de ellos tiene sobre los cambios bioquf
micos ocurridos en el queso. Esto es en parte lo que se va a tra

tar de analizar en este trabajo.
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Hablaremos por tanto de gérmenes acidéfilos, gérmenes de

accidn proteolftica y gérmenes de accidn lipolftica.

2.3.1. Gérmenes acidéfilos.

Se consideran gérmenes acidéfilos, las bacterias capaces
de producir 4cido l4ctico a partir de la lactosa. Este proceso
puede ser una homofermentacién (sin produccién de Co, fundamental

mente, ademis de fcido acético, etanol, etc...)

Segiin Marth E.H. (1.963), las bacterias licticas homofer-
mentativas son los estreptococos ( 8. lactis y . S. cremoris
principalmente), Streptobacterium (lactobacilos meséfilos) y Ther
mobacterium (lactobacilos terméfilos). Las bacterias licticas he
terofermentativas estén constituidas por los Leucounostoc y las be

tabacterias.

La misién fundamental de los zérmenes acidéfilos, consis-
te en transformar la lactosa en 4cido l4ctico, c&nsiguiendo con
ello rebajar el pH en la medida suficiente, en que pueda ser des-

trufda la flora indeseable,

El papel acidificante de los estreptococos l4cticos y ei
de los lactobacilos, ha sido estudiado desde hace bastante tiempo
por muchos autores como Evans A.y cgl(L1.914), (1.918); Naylor I,
y col. (1.958), etc.... Algunos inv;stigadores como Usajewicz X.
y col. (1.976), han encontrado que cultivos de estreptococos feca

les ( S. faecalis, 3. bovis) pueden influir directamente en la

produccidn de fcido por S. lactis, intensificdndola, asf{ como
en su actividad proteoclftica , aunque estos mecanismos no es——

t4n totalmente interpretados.
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La diferente resistencia de las dos especies ( 3. lactis
y . S, cremoris), mayor en el segundo que en el primero, permite
crear condiciones adecuadas para que proliferen determinados orga
nismos y se implante una flora con intervencidn directa en la for

‘macién del aroma.

Respecto de los lactobacilos se puede decir, que los hete
rofermentativos,cuyo ritmo de proliferacién es menor que el de
los homofermentativos, son nefastos en la industria, pues debido
a la produccién de coz, pueden provocar agrieéamiento e hincha-—-

miento de los quesos, lo que rebaja notablemente su calidad.

2.3.2. Gérmenes de accién proteolftica.

Los gérmenes de accién proteolftica son aquellos que libe

ran al medio proteinasas, que descomponen la materia proteica,
- fundamentalmente las casefnas y dan lugar a péptidos mfs senci--—-

1los, aminodcidos y amonfaco.

Se han estudiado por diversos autores medios selectivos
para su deteccidn y aislamiento: Martley F.G. y col, (1.970); -
Frazier W.C. y col. (1.928); Zaadhof K.J. y col. (1.967); Boviki-
nia V.S. (1.969); Frazier W.C. (1.926)3 siendo los medios de agar
adicionados de caseinato cdlcico, los que han dado mejores resul-
-tados. Las bacterias proteéliticas se reconocen por los halos
originados a su alrededor debido a la digestién de la caseina y
han sido estudiados entre otros por: Baribo L.E. y col. (1.952),
Gale E.F, (1.940), Lusiani G. y col. (1.971), asf como ha sido eg
tudiada también la influencia del medio y la temperatura sobre di
cha actividad proteolftica: Chistophersen J. y col. (1.952).

Los gérmenes que intervieunen principalmente en la proteo-
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lisis del queso a lo largo de toda la maduracidn, son sin lugar a

dudas los estreptococos y los lactobacilos,

La actividad proteolftica de las bacterias l4cticas ha si
do estudiada por: Bottazi V. (1.965); Cowmann R.A. y col. (1967)
y (1.968); Desmanzeaud M. y col (1.970); Dolezalek J. (1.966);
Jespersen T.N. (1.966); Kikuchi T. y col.‘(1-979) y (1.974); Law
B. A. y col. (1.974); Ohmiya K. y col. (1.968, 1.969,1970aby1972)
Rdpp M. (1.969); Sato Y. y col. g1.965);'Tofte Jespersen N.I,
(1.966); ZalasRo, M.V. y col, (1.§69)

Dolezalek J. (1.966), incuba cultivos puros en leche des—

cremada estéril de S, lactis, . S. diacetilactis, L. helveticus

y L. caseil con temperatura éptima, durante treinta dfas, observan
do una'mayor actividad proteolftica de los lactobacilos frente a

los estreptococos. Dentro de estos dltimos, Se diacetilactis,

fue considerado el mds similar en pdder proteolftico a los lacto-
bacilos. La cantidad de nitrégeno solubilizado,éue de 1-2% para
los estreptococos, mientras que el incremento para los lactobaci-
los fue de 4-5%, presentande los lactobacilos termSfilos mayor ag
tividad protolftica que los meséfilos.

Por otro lado Répp M. (1.969), observaba en cultivos pu--

ros sobre leche descremada, que la hidrdlisis de la casefna fue

mayor para L, acidophilus, seguido de L., bulgaricus, L, helveti—

cus, L, caselii; Dilayan Z.K. y col. (1.978) sin embargo, clasifi-

can en orden decreciente de actividad sobre la casefna a L. helve

ticus, L. casei y L. plantarum, expresando la actividad proteol{i-

tica en unidades DO y dando 0,037 para L. helveticus; 0,028 para

L. casei; 0,016 para L. plantarum; 0,010 para 8. bovis y 0,007
para 8. lactis. De cualquier forma, la actividad proteol{ftica
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sobre la casefna, es siempre mayor para los lactobacilos que para
los estreptococos. .
A menudo ocurre sin embargo, que dar el "ranking" de acti
vidad proteolftica entre especies puede ser peligroso, ya que di-
ferencias existentes entre cepas de una misma especie,pueden ser
incluso mayores que entre especies distintas, siendo en general
la diferencia fisiolégica entre dichas cepas, la resistencia va--
riable frente a la temperatura y el &ptimo de pH al que actdian

sus actividades enzimfticas.

Moller-Madsen A, y col. (1.976), estudian cultives puros

de 9, lactis, S. diacetilactis y S. cremoris, observando

que todas las cepas tienen actividad proteolftica parecida (1,2~
1,8 de NPN en filtrado,después de veinte horas de incubacién & !
302C)3 las cepas son actividades proteolfticas a pH éptimos pré-
ximos a la neutralidad y la acidez se dividen en.tres grupos: de
alta, media y baja actividad ( »10%; 4-10% y <4% respectivamente),
correspondiendo la mayor actividad proteolitica a las cepas mis

productoras de £cido, 8. cremoris .

Adn mfs, puede ocurrir que la extrapolacidn de la activi
dad proteolftica,medida en sistemas de leche a sistemas de queso
no tenga ningiin valor, debido a la existencia en éste, de condi-

ciones subdptimas en algunos casos para la actividad enzimitica.

Varios estudios,donde los lactobacilos mostraron una ex-
tensa hidrélisis de la casefna de la leche, no han podido ser
posteriormente confirmados en sistemas de quesos, Tittsler R.P.
y col. (1.948); Payens A.J. (1.958); Stadhouders J. (1.96d). Pa

recerfa por tantoc 1l8gico evaluar la actividad enzimitica de 1los
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los gérmenes proteolfticos en sistemas modelos de quesos fahrica-
dos asépticamente a partir de cuajadas, donde sdlo interviene el
cuajo como elemento coagulante y a las que son afiadidas posterior
mente las bacterias & los extractgs enzimiticos que queramos estu
diar. Estos sistgpas poseerin por tanto propiedades perfectamen-
te conttoladas,digeefe R.B. y col. (L.976a)Perry K.D. y col. (1.964)
Reiter B, y col, (1.967),

La actividad proteolftica efectiva total en el queso, pue
de sef medida por los contajes celulares totales, la actividad de
los diferentes enzimas proteolfticos bajo las condiciones de estu
dio, el tiempo y grado de la lisis celular y la influencia de 1la
concentracidn de sustratos formados por otros agentes (p.e. el

cuajo).

Singh A. v col. (1.972) en cuajadas acidificadas directa-
mente sin cuajo y maduradas con mezclas de estreptococos, observa
ban muy poca digestidu de casefna. La adieién del cuajo a cuaja-
das calentadas y no calentadas, did una degradacidn detectable de
la casefna después de veinticuatro horas de almacenamiento y prin
cipalmente de o(sl casefna. Por otro lado Ohmiya X, y col.(1970 abj
observaron,que cuando a las cuajadas fabricadas asépticamente se
les afladfan bacterias licticas como fermento, la autolisis celu--
lar comenzaba a los doce dfas de maduracidn, con la consiguiente
liberacidn simultfnea de proteasas y peptidasas intracelulares.

Estas atacaban principalmente la o s1 casefna.

El cuajo es por tanto el principal agente de la digestidm

de la casefina entera, asf{ como la « s, casefna, si bien en este

1
dltimo caso no es el idnico.
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Parece ser que la concentracién de 1la sal y el bajo conte-
nido én humedad de los quesos, son los responsables de la lente hi

drélisis de la casefna.

Reiter B. y col. (1.969), Pabricaban cuajadas asépticas
control,con leche calentada y no calentada y almacenada en refrige
racién tres meses, observando que contenfan la misma cantidad de N
soluble en agua, mientras que la cantidad de amino4cidos,fué:supe-
rior en las cuajadas fabricadas con leche no calentada que en las
calentadas. Probablemente 1a fosfatssa alcalina de la leche,sea 1la
responsable de la liberacién de aminoicidos en las cuajadas asépti
cas control y su alteracién por el tratamiento térmico se traduzca
en una menor liberacién de aminodcidos. Ahora bien, cuando a di--
chas cuajadas se les incorporaba 8., cremoris como fermento; los
niveles de aminoi4cidos detectados fueron mucho mayores. De esta
manera los autores demostraron que la liberacidn de amino4cidos en
el queso, es causada principalmente por la accién de las peptidasas
de las bacterias del fermento, alcani#ndose 1la mé;ima actividad

péptidisica intracelular,cuando se destruye el 90% de la poblacién.

En los quesos, son mucho mis ahundantes los microorganis——
mos éuyaactiéidad proteolftica se limita casi exclusivamente a de
gradar compuestos de bajo peso molecular, (obtenidos principalmen-
te por la accién del cuajo) para dar amino4cidos. A estas conclu-
siénes han llegado también Desmanzeaud H.J., y col. (1.979) en que-
sos de pasta prensada, OKeefe R.B. y col. (1.976, 1.973) en queso
Cheddar y Visser F.M.W., (1.977) en queso Gouda. Sin embargo,estu-
dios de la actividad caseolftica de extractos enzimfticos intrace-
lulares de doce cepas de estreptococos y lactobacilos, por medio
de técnicas de espectrofotometrfa y electroforesis, han dado como

resultado, que todos poseen un sistema enzimitico caseolitico.
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pero con variaciones en extensién e intensidad, cuya accién prote

olftica 1lleva a la aparicién de compuestos de baja movilidad elec
troforética y compuestos no precipitables en TCA., La o y P casef-
na son hidrolizadas, aunque lo es mis féci{mente la o casefnaj; Ca-
rini S. (1.969). Los extractos intracelulares de los estreptoco--
cos parecen causar mayores concentraciones de compuestos solubles

en TCA, pero menores alteraciones en el comportamiento’electroforé
tico de la caseina,que los lactobacilos. Estos parecen tener ma-
yor capacidad par degradar la casefna entera que los estreptococos})

_Orddfiez J.A. y col. (1.980 a)Dilanyan Z.K. y col. (1.978).

En cualquier caso el papel proteolftico de los lactobaci--
los,ﬁue constituyen la flora dominante al final de la maduracién
en los quesos de pasta cocida, consiste principalmente en desapare
cer en el curso de la misma, con la consiguiente liberacién de en-
zimas intracelulares (carboxipeptidasas, aminopeptidasas y dipepti
dasas), que llevarin a la liberacidn de amino4cidos y productos sus
ceptibles de constituir los elementos del aroma y'saborﬂ Ef'acti—
vidad proteolftica de los lactobacilos ha sido muy estudiada: 3o-
ttazzd V. (1.965); McDonald L«F{1.955); Annibaldi s-} (1.962); Do-
lezalek J. (1.966); Sato Y. y col. (1.965); Ohmiya ¥, y col, (1968)
Tomaszewska J. (1.978).

Las diferentes cepas del género Lictobacillus poseen un -
sistema protedsico endocelular, caracterizado por una actividad m§
xima a valores de pH préximos a los de los quesos en curso de madu
racién. Cowmann R.A, y col, (1.967); Schmidt _R,H, (1.972) y Krish
nan C.P. y col. (1.9742 dan un pH Sptimo de 7,0 para la actividad

protedsica . intracelular de S. lactis, L, dextranicum v L,

casei. Sin embargo Baribo L.E. y col, (1.952) y Brandsaeter E.ycol
(1.956), dan una actividad proteolitica mixima de L, casei a un pH
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de 6 y temperatura mixima de 40-452C, Los enzimas sintetizados po
seen una actividad de tipo exopeptidisica y liberan preferentemen-~
te compuestos de bajo peso molecular. Segiin Sato Y. y col. (1965),
las miximas actividades de las proteasas intracelulares de L.

bulgaricus y L. casei se alcanzan durante la fase de crecimiento

logaritmiqo, es decir, a las cuarenta y ocho horas de incubacién.

Numerosas cepas poseen una actividad proteésicg debida en parte a
la preseucia de enzimas de superficiej Tourneaur C. (1.972). Ni--
flez M. (1.976), sin embargo, en quesos Manchegos artesanales e in-
dustriales, encuentra una escasa actividad proteolftica de las dos

especies dominantes de lactobacilos: L, casei y L. plantarum.

Por otro lado, el rdpido aumento en la proteolisis de un
medio de crecimiento inoculado con bacterias del fermento, se debe

1l8gicamente a la existencia de proteasas extracelulares.

Sasaki R. y col. (1.959), purifican una enzima extracelu—-—
lar de 8, lactis con un pH éptimo de 8,5 y una ;ran estabilidad
al calor. La enzima parece exigir para su actividad, grupos sulk--
fhidrilos. Por otro lado Baribo L.E. y col. (1.§52), afslan und
proteasa intracelular de S.. lactis que posee mixima activicdad
entre 40-502C. 3egdn Krishnan C.P. y col. (1.974), la actividad
protedsica intracelular de 9, cremoris tiene su pi Sptimo a
6,5 a 409C. Segin Maret R. y col. (1.978), la actividad proteolf-

tica de las bacterias l4cticas meséfilas (S, cremoris, 8. lac-

tis, S, diacetilactis...) se manifiesta sobre todo en la zona ce

pH entre 4,6-7,0.

Zan€ W.C. y col. (1.954), estudian mediante técnicas de ti
tulacién la actividad peptidésica intracelular de células rotas de
8. lactis. El m&ximo de hidrélisis fue observado a pH de 7,0 a
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a 8,5. La enzima calentada a 552C durante 30 mn. 2 pil de 7,0 no
tuvo ningdn efecto. Rabier D. y col. (1.973) purifican una dipep

tidasa de piM: 50O daltons de S. thermophilus, cuya mirima activi

dad sitdan a pll 7,5 y 5092C de temperatura.

Ademis de los estreptococos licticos, los estreptococos

fecales participan también en la maduracién de los quesos.

Sozzi T. y col. (1.975), encuentran queso Vacherin que
los enterococos son numéricamente los microorganismos més repre—-
sentativos, con un poder proteolftico muy importante en el curso
de la maduracidn, A idénticos resultados llegan Orddfiez J.A. ¥
col. (1.977 a) en el queso Ulloa, quienes han demostrado la acti-

vidad proteolitica de 8. faecalis, el cual parece que actda sé-

lo sobre la casefna.

Segin Sehmidt J.L. y col. (1.972), 8. faecium y S, durans,
poseen: proteasas eudocelulares con pH Sptimo a 7,; v Sptimo secun
dario entre 5,5 v 6. Se ha afslado también por parte de Shugart
L.R. y col. (1.964) una proteasa evocelular de pH Sptimo 7,6 a

3s5eC.

En algunas ocasiones, la actividad proteolftica de los en
terococos y probablemente también de las levaduras, son factores
estimulantes para el crecimiento de los lactobacilos. Devoyod J.
J. y col. (1.971) en queso Roquefort encuentran qué 1la transforma
cidn de la casefna en péptidos por parte de  S. faecalis y la
accién fermentadora de la lactosa por parte de las levaduras, con
tribuyen al desarrollo de L. casei aportando al medio, péptidos,
y vitaminas indispensables, que normalmente no se encuentran en

la leche.
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Las bacterias del género Leuconostoc, no se han considera-

do nunca fuertemente proteolfiticas,

Toleita F. y col, (1.976), han estudiado el sistema proteolf

tico intracelular de L, citrovorum observando que la produccién

de proteasa aumenta mucho en la fase logarftmica de crecimiento,
alcanzando el m4ximo a las veinticuatro horas de incubacién. De
todas las cepas de Leuconostoc aisladas por Nidftez M. (1.976) en

queso Manchego Le, lactis, L. ecremoris, L. dextranicum,

L, mesenteroides y L. baramesenteroides), la que daba mayo--
res valéres de N soluble en 4cido fosfotidngstico era L. mesente
roides, no considerindose de todas formas ninguna de ellas con una

actividad proteolftica notable.

Los micrococos son-gérmenes también, cuyas actividades pro
teolfticas pueden ser tomadas en congideracidn, si bien no son

las mis importantes en la maduracidn de los quesos. Segin Baribo

L.E. y col. (1.952), los extractos celulares de }: freudenreichii
son proteolfticos sobre sustratos de casefna, pero extremadaménte
14biles en_las condiciones normales de maduracién de los quesos,
no teniendo ningiin efecto sobre los cambios ocurridos en el NPM y
AN .3 Stadhouders J.(l.9ng Por el coﬁbrario, algunas cepas de M,
caseolyticus pueden liberar una metaloproteasa exocelular muy acti

va sobre las casefnas, cuyoc pH 8ptimo es de 7,40 (Desmanzeaud ii.J.

v col., 1,972), con lo que sdlo podria intervenir eficazmente al £i

nal de la maduracién.
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2.3.3. Gérmenes de accidén lipeiftica.

Menos informacién adn se posee sobre el poder lipolitico
de los gérmenes que intervienen eu la maduracidn de los quesos,
excepto en los madurados por mohos. E:isten trabajos sobre la ag
tividaa lipolftica de las bacterias: Alifax R. (1.972); Alford J.4
0pl(1.961); Carini S. y col. (1.,972); Singh A. y col. (1.973,

' 1;975 y 1.976;) Umemoto Y. v col. (1.975); Rajdrhiac G.5.colfl98o!
¥ sobre los medios de cultivo apropiados para su deteccidn y ais-
Vlamiento; 3randl P,( 1.970); Fryer T.F.col(1967a) Sierra G. (1.957)
Umemoto ¥. (1.969); pero todas estas experieuncias aclaran noco,
respecto del verdadero papel lipolftico de las bacterias en la ma

durgci&n de los quesos.

De una manera general se puede decir que los microorganis
rnos, realizan la lipolisis del cuerpo graso en tres etapas. En
una primera etapa, existen una serie de reacciones de hidrélisis
sobre los triglicéridos. Hay una liberacidn de 4cicdos zrasos
voléfilembutirico principalmmnte. In‘una segund; etapa, pnuede
haber liberacidn de 4cidos grasos de cadena larga, saturados e in
saturados. Estos dltimos pﬁeden dar lugar en una tercera etapa v
mediante reacciones de oriidacidn a compuestos coro nerd:iidos, i~

droperd::idos, compuestos cetdénicos vy alcehfdos.

Muchas de las bacterias aerobias fuertemente proteolfti—-
casyson a la vez lipolfticas. Las lipasas de los microorganiscmios
psicréfilos pueden intervenir en la maduracidn de los quesos v re
sistir en muchas ocasiones las temperaturas de pasterizacidn, atn
cuando 4stas no sean resistidas por los propios gérmenes., Pseudg

monas es un género con especies lipolfticas como P. fluoresceuns,

segin Brandl E. y col. (1.973) y P, Fragi,segin Siagh A.¥col1973).

También se han hillado especies lipolfticas demAchromobhacter, Al-




~47-

calfgenes y Micrococcusy Seitz E.V. (1.974), Propionibacterium,

posee también especies lipolfticas coro P. shermaanii, =i bien al

gunos autores como Knaut T. y col. (1.974) consideran a P, frou-~
denreichii como la especie mis lipolftica. Carini 3. y col,
(1.971), demuestran la fuerte actividad lipolftica de algunas espe

cies de bacterias propiénicas (P, shermanii, pentosaceus...), aig

lando una lipasa no especffica capaz de hidrolizar todos los 4ci-~
dos grasos de los glicéridos, - dando compuestos secundarios y
produciendo 4cidos volitiles, 4cido isobutirico y diazcetilo en i

versas cantidades seziin las cepas.

Segin Alifax R. (1.975), las bacterias del grupo colifor-
me, también pueden poseer actividades lipolfticass sin embargo,
la mavor parte de los enzimas .. de estos grupos; ejercen
una hidrélisis sobre la materia grasa dé los quesos muy escassa, -
ra que su permanencia en los mismos debido a la acidificacidn prg
gresiva es muy corta. - .

Reiter 3, y col. (1.967, 1.969), opinan que el queso Che--
ddar las lipasas bacterianas son meros importantes que en 1la le--~
che v su contribucidn a la lipolisis en el queso, no tiene ningu-

na significacién.

En los quesos duros, no macdurados por hongos, la najor
parte de la lipolisis bhacteriana es ejercida por las bLacterias
14cticas; Fryer T.F. y col. (1.967); Oterholm A. y col. (1.953);
Yu J.H. g col. (1.975). Umanskii 1.S. y col. (1.974), estudian
cultivos de bacterias l4cticas en leche, llegando a la conclusién
de que Ss diacetilactis presenta mayor actividad 1lipolftieca,

seguido de L, lactis, L, helveticus y g, thermonhilus.
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Stadhouders J, y col. (1.973) sin embargo, estudiando las
actividades lipolfticas de los estreptococos l4cticoz, confirman
que éstos, tienen una dé€bil capacidad de hidrolizar los triglicé-
ridos; a excepcidn de aquellos cuvos icicdos grasos sean de cacdena
corta como la tributirina, que es en general hidrolizada por to--
das las especles. Los estreptococos licticos no liderarfan por
tanto, %cidos grasos m&s que a partir cde una materia ya nodifica-

da.

En general la accién iipoiitica de los estreptococos feca
les, se considera ;uperior a la ce los estreptococos lActicos v
se ha podido demostrar la actividad lipolftica de alzunas cenas
de S, faecalis, para la cual es necesaria la presencia de algu-
nos aminoidcidos, Chander H. y col, (1.972) y Chauder . v col.
(1.975).

Martinez Horeno J.L,. (1L.976) sin embargo, en quesgo (lancie
go considera que la actividad»lipolitica de Se iactis, como es-—
treptococo més abundante en este queso, curo pH Sptimo es apromi-
madamente de 5,0, no countriduye a desarrollar de nocdo inportante
el sabor tfpico del queso., De todas las cepas de lactobacilos
aisladas, ninguna tiene consideracidn importante tampocd,respecto

de la actividad lipolftica.

Ortiz de Apodaca #.J. y col., (1.979) trabajando con quezo
tlanchego, afslan cepas de micrococos con una actividad lipolftica,
nueve veces superior a la de los estreptococos licticos,y poder de
degradacidn superior al de &stos, ya que pueden actiar tanbién
sobre los triglicéridos de cadena larga. Con &ésto llegan a la
conclus}dn,de que los micrococos em este queso tienen una partiei

pacién mis activa en la lipolisis en el curso de 1la maduracién,
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puesto que superan en actividad a las bacterias l4cticas conside-
radas como los gérmenes més abundantes en estos tipos de quesos.

La actividad lipolftica de los micrococos ha sido estudiada tam—-
bién en queso Cheddar. Segin Veisseyre R. (1.975), l.freudenrei-~
chii poseerfa una lipasa intracelular cuyo pH éptimo de accién se

sitiia entre 8,0-8,5.

Sin embargo en los quesos blandos, madurados por mohos la
actividad lipolftica desarrollada por éstos; tiene realmente im--~'
portancia. Los sistemas enzim&ticos de los mohos han sido estu—-
cdiados desde hace tiempo por diversos autores: Alifa:: R. (1.975&)
{lcoxJC.y col. (1.955), Harper Y.J. y col. (1.956), Lamberet G.

v col. (1.972), Lamberet G. y col. (1.976 a2 y b), Nelson W.0.
(1.953), Dluzewski M. (1.963) etc...

P. roqueforti, principal hongo madurado de los quesos azu

les, libera progresivamente 4cidos grasos por medio de dos lipa~-—
sasy Niki T. y col. (1.966). Despuéds de %a purif;cacién parcial

por precipitacidn con sulfato aménico, demuestran que la activi--
dad enzindtica es m&x:ima a pH: 8,0 y a 372C de temperatura, sien-
do el mejor sustrato, la grasa de mantequilla. ]

Esta lipasa es termoldbil y se inactiva a 502C después de 10 un.,
P.caseicolum, posee también un sistema lipdsico termoldbil con 1i
pasas endo y exocelulares, aisladas por Lamberet G. y col. (1.975

a y b) cuyo pH Sptimo de accidn estd entre 9,0-9,6.

Tsujisaka Y. y col. (1.973), purifican una lipasa termol4
bil localizada en el interior de paredes celulares re Geotri=---

chum candidum, que a diferencia de las lipasas alcalinas de Peni-

cillium actia de manera §ptima a pll entre 5,7-7,0 aunque puede

ser estable a pH entre 4,2 y 9,83, Su optimicidad al p!! de los
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quesos en maduracién, la hace especialmente interesante en la 1i-

polisis de los quesos blandos.
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2.4, CONGELACION DE JUESOQ3.

La utilizacidn mis general del frfo en la industria quesera
estf basada fundamentalmente en la conservacién del producto ya

madurado en régimen de refirigeracién.

Yubero Cércamo A. (1.960), hace un estudio de las condicio-
nes que debe reunir el queso }!lanchego para su conservacidn por el
frio y explica el estado de maduracidn, la edad, el estado de 1la
corteza v otra serie de caracteristicas que se tienen que dar en
d¢icho queso, para asegurar una buena conservacidn en las clmaras

frigorificas hasta su puesta a la venta.

) El problema mis importante que se plantea en la conserva——
cién de los quesos en régimen de refrigeracidén, es el ﬁanbenimiég
to de una temperatura y humedad relativa adecuadas en loz locales,
con el establecimiento de una atmésfera homogénea por medio de cg
rriente de aire controlada. 3i ésta es demasiado ripida v no su-
ficientemente hiimeda, pueden aparecer accidentes de fahricacidn

("gdrce” o grieta del Gruydre).

Actualmente, se han ensayado métodos de cdngelaci&n de cuz-
jadas y quesos frescos en muchos palses, siendo ya una préctica
cada vez més comfin: Oehen V. y col. (1.964) en queso Emmental;
Kapac-Parkacev ¥. y col. {1.967) y Pettinau il. y col. (1.972) en
queso blanco de leche de oveja; Shanmnom C.W. (1.975) en queso Che
ddar; Costamagna L. (1.9768)en quesos lMozaarella y>3trachchino,

etCeee

De una manera general se puede decir que las bajas tempera-

turas producen en los quesos, tres efectos muy inportantes:



-52-

a) Congelacién del agua.
b) Retrasé cde laz reacciones quimicas.

1.

¢) Prevencidn del creciniento microbianoc.

a) Congelacién del agua

La congelacién del agua en el producto, influencia fuerte
mente la calidad del misméd, aunque sélo sea por el efecto fisico
de la formacidn de cristales de hielo. Estos pueden distorsionar
la estructura interna del queso ¥y volverlo granuloso o pastoso,
una vez que ha sido descongelado.

Una congelacidn répida,da como resultado 12 formacidn ce
cristales de hielo extremadamente pequeiios, lo que podria ser a--
propiado para paliar en alguna medida este efecto. Tiersonnier 5.
(1.970) que estudia la congelacidn de cuajadas de leche de cabra
en estaciones de ‘alta produccidn, considera que écta ha de ser ri
pida en tinel a =352C/-40°2C con una temperatura en el ndcleo de

~-202C y para un tiempo de conservaciédn ro superior a seis mese

[4)}
.

Considera este autor, que la congelacidén lent2 en cédmara van-—

-

tilada a -252C no es recomendable, ra qus los quesoz fabricad

Q

S 2

partir de cuajada congelacda de esta marera,son de meror calidad,

[

3fmons D. 3.y col., (1.968), congelan répicamente en nitrdgeno 1

quido cuajacdas cottage, encontrande cualidades organolépticas nuzr
inzatisfactorias., Ohservaban estos autores que las cuazzadaz eoo
gelacas lentamente, presentaban como principales cafectos una tex
tura farinfcea.
»

El punto de congelacidn de los quesos varfa con el tipo r
la edad, as{ como con la humedad v el contenido en sal de los que
sos. Richards E, (1.967), congela quesos Cheddar y Leicester cor

una humedad de 10-15% y los conserva a -17, 82C-70, (9C, obzervapn
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do que existen menores dafios ffsicos, cuando el queso posee menor
poréeﬁtaje de humedad, Los quesos grandes también podrfan dalar-
se organolépticamente, mientras que los pequefios se conservaban

sin grandes alteraciones, debido quiz4s a que el procedimiento de

eongelacién ripida se realiza mucho mejor en estos dltimos.

Auquez Michel M.- (1.974) congela rédpidamente queso de ca-—
bra en tédnel a -359C-402C, almacenando posteriormente en cfmaras
a una temperatura de aproximadamente -202C, durante cuatro o cin-

CO meses,

b) Retraso en las reacciones qufmicas,
Las reacciones quimicas en el sustrato congelado, son re-
tardadas, pero no inhibidas, El1 factor limitante del almacenaw—
miento de muchos quesos a baja temperatura, es el proceso de ma——

duracién,el cual es retrasado pero no detenido.

En los quesos conservados en congelacidn, la intensidad
de las transformaciones bioqufmicas disminuye con el descenso de
la temperatura y crece con el grado de maduracién de la muestra

en el momento de la congelacién.

3te-Baudart E., (1.969), utiliza tres temperaturas para

la congelaciédn de cuafadas de tipo Camkmbert: -152C, -~209C y

-309C, A\ -1592C y a -~202C, observa la existencia de una actividad
enzimitica notable, que es fuertemente disminufda en la conserva-
¢cién a -302C,, aunque no totalmente suprimida. Portmann A,(1970),
congela quesos de leche de cabra y los conserva a -202C y a -40eC
durante un aflo, observando sin embarge que éstos dltimos no pre—-
sentaban mejor calidad que los primeros, con lo que el autor es-

tablece que las temperaturas de conservacidn de las cuajadas es-
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.

tarfan aproximadamente entre -202C y -302C,

Al ser las temperaturas aplicadas lo suficientemente bajas,
como para considerar que gran parte de la actividad microbiana es-
t4 al menos detenida, las variaciones ocurridas podrfan ser achaca
bles al contenido enzim&tico que existe en el momento de la conge-—
lacién. Dicho autor congela un tercio de la muestra al estado de
cuajada de dos dfas, otro tercio bajo forma de quesos semimadura-—-
dos con quince dfas y otro tercio seis semanas después de la madu-
raci6n, comprobando que las cuajadas m&s pobres en enzimas practi-
camente sin modificar, contrariamente a los quesos de quince dfas
y tres semanas; donde el desarrollo de los gérmenes ya habfa libe-
raﬁo enzimas protegliticos y lipolfticos que contintfan actuando

lentamente durante la conservacién.

Todos estos resultados coinciden perfectamente con las ex-
periencias de Coppens R, (1.968) quién también congela (r4pidamen-
te en tdnel a -552C), tres lotes de quesos Camembért con 0-15 y 21
dfas de maduracién, a -152C (2-6 meses), -202C (2-8 meses) y a
~302C (2 meses-l-afio). Después de la descongelacidn, los dos gru-~
pos de 0 y 15 dfas se someten a maduracidn, durante tres semanas
aproiimadamente. Organolépticamente, todos los quesos que se alma
cenaron a -152C eran insatisfactorios, A esta temperatura la pro-
teolisis no sigue su curso normal, y los quesos congelados antes
de madurar fueron los m4s aceptables, pero los de 15 y 21 dfas mos
traron una serie de defectos que aumentaban con el tiempo de alma-

cenamiento y que fueron m4s marcadoes a -202C,

Para Auquez Michel M. (1.974), Portmamm A, (1.969, 1.97:0)
y Portmann A. y col. (1.966 a y b), trabajando en congelacidén de

quesos procedentes de leche de cabra, la congelacién habri también
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de realizarse al estado de cuajada sin madurar, ya que &sto propor

ciona caracterfsticas organolépticas mis satisfactorias.

No todos los tipos de quesos sin embargo, son propicios a
la congelacién antes de madurar. Asf Ottogalli G. y col. (1.974a)
trabajandeo con queso Provolone, observan que la congelacién da me-
jores resultados cuando se aplica a quesos madurados, pudiendo con
servarse luego perfectamente, durante cuatro meses. A idénticas
conclusiones llegan Ottogalli G. y col. (1.973) al congelar queso
Gorgonzola en diferentes estadfos de 1la maduracién (5,13,23 y 64
dfas) durante 10-20 dfas y 3-4 meses y Didienne R. y col. (1.9783),

en la congelacién de queso St. Nectaire.

En ocasiones, la conservacién de quesos a bajas temperatu-
ras durante bastante tiempo, puede prodhcir defectos poroxidacidn
con la aparicién de sabores extrafios que rebajan la calidad organg

1léptica.

Portmann A. y col. (1.967 y 1.968), congelan quesos fabri-
cados con leche de cabra y los conservan a =189C -202C durante va-
rios meses, observando la aparicidn en algunos lotes de sabores ex

traiios, que dichos autores clasifican como de dos tipos.

- Gustos a éxido, sebo o gustos metflicos, que pueden re-
sultar de la autooxidacién de los icidos grasos, Parece ser ade-——
mis, que la adicién de sal a la cuajada antes de la conservacién,

aumenta el gusto a 8xido.

- Gustos insfpidos y gustos dulces. Segin estos autores,
pueden proceder de la degradacién enzimftica de las protefnas y 1la

materia grasa por los microorganismos psicréfilos de contaminacién
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Y por lo tanto podrfan evitarse.utilizando leche de buena calidad

bacterioldgica.
]
i Auquez Michel M. (1.974) observa también en quesos de le——
i

che de cabra conservados a -202C cinco meses, defectos de oxida~-

t
ciédn de la materia grasa.

i

Pof otra parte Harper W.J. y col. (1.958),demostraron en
consérvaciones a -232C durante seis meses de quesos de leche de
cabr%, que presentaban un "bouquet" y aroma inferior al de los
quesés testigo no conservados. Posiblemente durante la acidifica
ciGnide la cuajada, los férmentos licticos producen compuestos
carbénilos que participan en el aroma caracter{stico de cada que-

so, llegando dichos autores a la conclusién de que en algunos de

1os duesos conservados, pudiera existir pérdida de estas sustan--

cias 'y por tanto del "bouquet" respecto de los testigos.

e¢) -Prevencién del crecimiento microbiano.
La actividad de muchos microorganismos presentes en el
queso congelado, es pricticamente nula a temperaturas por debajo
de -102C, siendo la coungelacién en principio, un método idéneo pa

ra preservar el crecimiento microbiano.
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2.5. INFLUENCIA DE LA CONGELACION DE CUAJADAS SOBRE LA MICROFLO#
RA QUE PARTICIPA EN LA MADURACION,

La utilizaciédn de las bajas temperaturas en la conservacién
de alimentos, se basa en el hecho de que las actividades microbia
nas se puedén retardar o incluso inhibir a temperaturas inmediata
mente por encima de las de congelacidén y generalmente detener a

temperaturas por debajo del punto de congelacién.

Las temperaturas de refrigeraci’on previenen en general, el
crecimiento de los organismos productores de intoxicaciones (ex--
cepto ¢, botulinum) y retardan el crecimiento de todos los que

producen deterioro.

Las temperaturas de congelacién en general, son suficientes
para prevenir el crecimiento de todos los microorganismos, aunque
algunos pueden crecer a un ritmo m4s lento.

Al considerar los efectos de la congelacidn sobre los micrg

organismos, es interesante tener en cuenta los siguientes cambios:

1.~ Al disminuir ia temperatura, el agua libre de las célu
las se congela formando cristales de hielo extracelulares (si 1a
congelacién es lenta), e intracelulares (si la congelacién es ri-
pida), aunque en algunos casos puedan formarse ambos tipos de
cristales. Debido a esta pérdida de agua por congelacién, las cé

lulas se deshidratan.

En principio se pensaba que la formacién de hielo extracelu
lar, destrifa las céXulas por compresién d perforacién de las mig

mas, pero después se ha visto que su modo de actuaciédn es mis f£f-
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sico-qufmico que mecfnico, ya que la migraciédn del agua intracelu
lar hacia el exterior, produce una concentracidn de solutos en el
sistema. Debido a ésto, crece la velocidad de reaccidn a tempera
turas justo inferiores al punto de congelacién, varfa el pH que

puede oscilar entre 0,3-2,0 y se producen cambios en el equili-——
brio idnico de la fase 1fquida que afectan a las macromoléculas

celulares como el DNA y las protefnas. éétas se pueden desnatura
lizar,desapareciendo algunos grupos sulfhidrilo que se desprenden
de las lipoprotefnas. Existe también una pérdida de gases cito--
plasmiticos como 02 y C02, En las células aerobias la pérdida de

o, frena las reacciones celulares.

2.~ Todas estas alteraciones metabdlicas destruyen la cé
lula desde su propio interior, sumindose a esta destruccién la re
alizada mecdnicamente por los cristales de hielo intracelular,
que actdan directamente sobre los orgidnulos celulares y sobre las
membranas, siendo esta destrucecidn tanto mayor cuanto mayor es el

tamaflo celular.

3.~ Por dltimo,la repentina cafda de la temperatura, pro
duce en los microorganismos un efecto de "choque térmico" que es
més patente para los terméfilos y meséfilos que para los psicréfi
los, cosa 1légica dado que para los primeros su temperatura habi--

tual de crecimiento, sufre una cafda mucho mayor que para los sge-

gundos,

Para Mazur P, (1.966), 1a respuesta microbiana a las ba--
jas temperaturas parece entonces determinada principalmente, por
la concentracién de solutos debido a la cridtalizacién extracelu-

lar y la cristalizacidn intracelular.
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La congelacidn ripida es un proceso que se puede conse—-

guir por inmersidn directa o contacto indirecto de los alimentos

con el refrigerante.

La congelacidén lenta es un proceso en el que la tempera-

tura deseada, puede tardar en alcanzarse hasta setenta y dos horas,

Borgstrom G. (1.961) expone las ventajas e inconvenien--—

tes de ambos métodos:

2.

3.

Congelacidn répida

Formacién de pequefios cris—

tales intracelulares,

Bloquear o suprimir el meta

bolismo celular,

Exposicidn breve a factores

adversos,

Sin adaptacién a las bajas

temperaturas,

Choque térmico.

Congelacidn lenta

Formacién de grandes cris

tales extracelulares,

Trastornar el metabolismo

Larga exposicidn.

Adaptacidn gradual.

Sin efecto de choque,

El efecto nocivo de las bajas temperaturas sobre los mi-

crorganismds, no es sin embargo el mismo en todos ellos, sino que

depende de una serie de factores:
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- Naturaleza del microorganismo. Se admite en general,
que las bacterias Gram negativas son mucho mis sensibles a la con
gelaci&n que las Gram positivas y su factor de resistencia se en-

cuentra en -la diferente composicidn de la pared celular,

Algunos cocos Gram positivos (micrococos, estafilococos y
estreptococos) y casi todas las formas esporuladas resisten 1la
congelacidéni Christophersen J. (1.968). La mayor parte de las
bacterias no esporuladas son sensibles a la congelacidn y su acti
vidad metabélica J es anulada & es retardada por las bajas tempe-
raturas y finalmente la mayor parte de los bacilos Gram negativos

son destrufdos por la congelacién (E. coli, E, aerdgenes). Las

Salmonellas son menos resistentes que S, aureus y que las formas

vegetativas de Clostridium.

Por otra parte, el estado fisioldgico en que se encuentran
os microoganismos cuando se someten a la congelacidn, es un fac-
ior también de especial influencia. Una bacteria'que se encuen--
tra eL laffase de crecimiento logar{tmico, se destruird mucho mis
f&cilkenté que en otra fase, asf como las formas vegetativas son,
;mucho!mengs resistentes que las esporas.
! |
!  Segiin Bretz H, (1.961), también la concentracién inicial
de céfulas en el alimento estd relacionada con su supervivencia
y éstL ser4 mayor, a mayor cantidad de células antes de la conge-—

13016. -

- Temperatura de congelacidn y temperatura de almacena——-

‘miento, No existe,un acuerdo general entre las temperaturas de
conge;acién y almacenamiento. Algunos autores piensan que una

temperatura excesivamente baja, no es forzosamente mis destructi-
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va que temperaturas como ~12C-52C, que pueden tener un efecto mis
letal. En aste caso, la congelacién répida tendrfa otro motive
més en el que apoyarse ventajosamente sobre la lenta, ya que se
reducirfa el tiempo de exposiciédn a estas temperaturas mucho mis
nocives. Cowmann R.,A. y col., (1.965), congelan cultivos celula--
res de estreptococos l4cticos sobre un medio de casefna, extracto
de levadura y glucosa por dos procedimientos: una congelacién a
~202C durante treinta minutos y una congelacidn répida por inmer-
$i6n en nitrégeno lfquido a «1962C, Los cultivos fuerom posterior
mente descongelados en baflos controlades termostiticamente a
+249C, durante siete minutos, Las medidas de supervivencia micrg
biana por contajes celulares totales en medios adicionados de
agar, asf como las medidas de su actividad proteclftica, mostra--
ron que la congelacdién y el almacenamiento a -1962C, son mucho
m4s eficaces para conservar la viabilidad ¥ capacidad proteolfti-
ca de las células, permaneciendo en valores muy elevados hasta el
sesentaavo dfa del almacenamiento. Para otros autores sin embar-
go es al contrario, siendo tanto mayor el efecto hestructor cuan~

to mis baja es la temperatura,

Todos los autores sin embargo pareqeh estar de acuerdo en
que la destruccién de gérmenes es tanto mayor, cuanto mds largo
es el tiempo de conservaciédn a bajas temperaturas; illaleszwski J.

(1.973); Palmer I, y col. (1.969).

- Sustancias protectoras. Existen algunas sustancias en
los alimentos como los azdcares, grasa, etc..., que sirven de pro

teccién a los microorganismos retardando su destruccidn,

- Descongelacidn y velocidad de ésta. Existen varias ten

dencias contradictorias en lo que se refiere a la velocidad de
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de descongelacidn,

Para algunos autores, cuanto mis ripida sea la descongela
cidn mayor es el nidmero de células supervivientes, Para Fennema
0. (1.966), la descongelacién lenta es capaz de producir muchos
m4&s perjuicios que ta r4pida, sin embargo no est8 muy claro que
&sto sea asf. Para otros, la descongelacidu répida sélo es acon-
sejable para aumentar la supervivencia de algunas esporas de hon-
gos, pero es completamente desaconsejada para bacterias,y final--
mente, algunos autores éiensan que la velocidad de descongelacién

no tiene ningdn efecto.

Adem4s de los factores propios de los microorganimos, 1la
supervivencia microbiana a bajas temperaturas depende de otros
factores que afectan directamente a los alimentos, tales como 1la
actividad de agua. Este agua disponible,ld8gicamente al realizar-
se la‘congelacidn, se va transformando en hielo y por tanto los
gérmenes que sean capaces de crecer a baja; tempé;aturas, lo ha=-
brin he ser a bajos niveles de actividad de agua,

Normadlmente es aconsejable no folver a congelar los alji--

mentos una vez que hayan sido descorigelados,

Durante la congelacidn existen una serie de modificécio-—
(nes eP laftextura del alimento que facilitarén postériormente la
ginvasi6n microbiana hacia las partes mis profundas del mismo. Du
rante la descongelacién y particularmente, si &sta es lenta, se
puede:producir una multiplicacién bacteriana que acelerari los
procesos a}terativos, especialgente si el alimento esti muy modi-

ficado por el proceso de congelacidn. Légicamente la repeticién

;sucesiva de estos fendmenos, puede acabar destruyendo completamen
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te la textura y la apariencia del alimento. La congelacidn ade--~
m4s, determina la destruccidn de muchos organismos terméfilos y
algunos meséfilos, que conduce al producirse la descongelacién a
una menor competencia entre los supervivientes, La alteracién de
los alimentos congelados y déscongelados es siempre mucho mayor
que la de los frescos y el tiempo de conservacién posterior, 1égi
camente mucho menor, no ocurriendo ésto en ia congelacidn y descon-
gelacidn de cuajadas de queso Manchego.

El problema de la supervivencia microbiana adquiere espe-
cial importancia cuando la congelacién se realiza en las primeras
etapas de la fabricacién (salado, etc...) y no al final de 1la ma-
duracién., En estas primeras fases, los microorganismos no han he
cho mds que comenzar su acciédn bioqufmica y las alteraciones irre
versibles en su metabolismo pueden comprometer la buena marcha de
1a maduracién, una vez que la cuajada descongelada inicia éste pe

rfodo} Speck M.L. y col (1.977).

Se trata por tanto de conseguir que el ﬁ}oceso de conge-—
lacién de cuajadas antes de madurar, interrumpa en 1la medida de
lo posible los procesos metabdlicos de los microorganismos bene-
ficiesos y su crecimiento, destruyendo a aquellos desfavorables

o patégenos, mucho m4s sensibles a la congélacién.

Asf,no existiendo lesiones metab8licas muy graves en los
microorganismos maduradores de los quesos, los supervivientes po-
drén reanudar posteriormente sus actividades bioqufmicas en el

queso en maduracién, una vez que é&ste ha sido descongelado.

Como ya se ha mencionado anteriormente, existen numerosos
trabajos que estudian las variaciones bioquimicas en la madura---

cién de los quesos fabricados con cuajadas congeladas a partir de
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leche de oveja y cabra.

Sin embargo los estudios realizados sobre el efecto de la
congelacién en los microorganismos de leche y de las cuajadas so-
metidas a maduracién posterior son muy escasos. Algunos como el
realizado por Ottogalli G, y col, (1.9744)en.quesos italianos Gor
gonzola y Provolone, estudian el comportamiento frente a la conge
lacién de los microorganismos mds importantes tecnoldgicamente en

la fabricacién de estos quesos: 8. thermophilus, P. roqueforti

y los respousables del hinchamiento precoz (E., coli), cuando se
inoculan en leche pasterizada y en cuajadas fabricadas aséptica--
mente, llegando a la conclusidn de que las especies mis sensibles

son S. thermophilus y E. coli y la mortalidad mayor en la cuaja

da que en la leche. En cualquier caso los resultados son muy si-
milares a los obtenidos por estos autores,cuando observan el com-
‘portamiento de estos gérmenes en cuajadas normales sometidas a

congelaciéns Ottogalli G. y col. (1.973).

Otros autores, Yaygin H. (1.977), congelan lecha de oveja
cruda y pasterizada para la fabricacidn de yogur en la época de
baja produccidén de leche. Esta se congela a dos temperaturas:
~359C y -202C y se almacena a =202C durante diez meses. Se obser
v4 que la temperatura de congelacidn no ejercf{a diferencias muy
significativas en los contajes bacterianos después del almacena--
miento y que en ambos casos éstos descendfan,de 5,81 x 107/ mi.
en leche crud; a 3,08 x 107/ml. en leche congelada a-1202C y de
2,6 x lohﬁnen leche pasterizada a 1,39 xloh/msn leche pasterizada

~ congelada a -352C .

Didienne R, y col. (1.978), congelan queso St. Nectaire a

-302C y efedtdan contajes bacterianos (estreptococos l4cticos,
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Leuconostoc, lactobacilos, micrococos) y de levaduras, observando
que todos ellos disminufan con la congelacidédn, pero después de la
descongelacidén y en la maduracién posterior, la evoluciédn era nor
mal, Sin embargo el decrecimiento de algunos orgahismos indesea-
bles como los coliformes,continuaba a lo largo de toda la madura-
cién, como si su metabolismo se hubiera alterado por las bajas
temperaturas de modo ya irreversible. A resultados parecidos se
llega en congelacién de queso tipo Manchego:r Pelfez M.C. (1.978),
donde los coliformes desaparecen rédpidamente, durante 16s primeros
dfas, mientras que en los quésos testigos no congeladosesla desapa.
paricién es mds lenta y no se realiza totalmente hasta los cuaren

ta y cinco dfas.

Quesos Cheddar y Leicester almacenados a bajas temperatu-
ras, muestran una disminucién progresiva en el contenido bacteria
no, aunque al cabo de diez meses de conservacidn, éste puede ser
grande adns Richards E, (1.967).

Mucho is numerosos sin embargo, son los trabajos realiza
dos sobre congelacién de bacterias licticas con vistas a su utili
zacidn como fermentos en queserfas: Xeogh B.P. (1.970); "Gilli--
and S.E. y col., (1.974); Accolas J.P. y col. (1.969); Birkkjaer
H.E. y col. (1.976); Lablee J. y col. (1.978); Mietton B. y col.
(1.978),.etc..., y el estudio del comportamiento de dichas bacte-
rias en cultivos puros, sometidos a congelaciédn: Accolas J.P., y
col, (1.970); Martins J.F.P. (1.976); Morichi T. (1.974); Asunty-
unyan R.S. y col. (1.974), etc...

El Sadek G.M. y col. (1.975), cultivan Se 1lactis y S.
~cremoris, aislados de diferentes queserfas y los someten a conge-

lacién, seguida de refrigeraciédn durante mi&s de dieciseis semanas,
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comprobando que 8¢ lactis era mis resistente a 1la congelacién

y conservaba mayor actividad acidificante que Se. cremoris.

Jabarit A. (1.970,1.971),demuestra en cultivos miytos de

S. lactis-L.helveticus, por un lado y S thermophilus-L, aci-

doghilus por otro, que los lactobacilos son en‘general mis sensi-
bles a la congelacidn que los estreptococos, pero al llegar a tem
peraturas suficientemente bajas (-209C), la resistencia fisioldégi
ca de los estreptococos disminuye y la desproporcidén de porcenta-

Jes se vuelve casi despreciable a -~352C-40°C,

Rousseaux P, y col., (1.968) en queserfa Gruydre,utilizan

suspensiones concentradas de S+ thermophilus-L. helveticus, de-

"mostrando que ésto producfa una mayor acidificacién inicial del
queso, asf{ como una mejora en la apertura y textura del mismo, al
final de la maduracién.

Mitic S. (1.976),al congelar suspensiones celulares de L.
bulgaricus en medios con un 10% de sacarosa, observa que sélo so-

breviven el 1%; sin embargo Imai M. y col. (1.975),conservando a

temperaturas de congelacidén cepas de L. bulgaricus, L, acidophj--

lus y L, casei durante siete a ochenta y cinco dfas en un medio

con 10% de lethe descremada, 5% de sacarosa, 0,9% de cloruro sdédi
co y 1% de gelatina, comprueba que ek porcentaje de células des——

trufdas es muy escaso, asf{ como la actividad 14ctica de las cepas.

Para éstos autores, L, helveticus es mucho m4s sensible a la con-

gelacidn, aunque capaz de reestablecerse pronto.
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2.6, GERMENES PSICROFILOS,

Se definen como psicréfilos segin la Norma FiyI.L,, aquellos
organismos capaces de crecer y desarrollarse en diez dfas a 7 s
0,52C en Plate Count Agar (triptona, extracto de levadura, glucosa y
agar), Para algunos autores, el término de "psicréfilos" se apli
ca més generalmente a aquellos organismos cipaces de crecer entre
0-72C y producir colonias visibles en siete dfas,pero teniendo
una temperatura Sptima de crecimiento alrededor de 202A@. Sin em- ‘
bargo actualmente, est{ cada vez mis extendido el término'psicrotrd -
fico" para definir aquellos organismos que, independientemente de
cual sea su temperatura éptima de crecimiento, son capaces de de-
sarrollarse a temperaturas de refrigeracidn (aproximadamente 52C);

d inferiores.

La mayorfa de los gérmenes psicrotréficos son bacilos Gram
‘ negativeos, principalmente del grupo de las Pseudomonadiceas: Pseu
domonas, Flavobacterium, Alcalfgenes, Achromobacter . llenos fre-
cuentemente existen algunas cepas dentro de los géneros: Escheri-
chia, Ad&robacter, Proteus, Samonella,; Clostridium, Shigella,..
También pueden existir algunas cepas de Mlicrococus, Streptococus,

y Bacillus.,

Los gérmenes psicrdtrofos tieneun impostancia en la industria
14ctea, debido a que oconstituyenla flora dominante en las leches
refrigeradas crudas, almacenadas durante cierto tiempo. Dichos
gérmenes psicrétrofos, producen enzimas lipol{fticosy proteolfti--
cos que provocan una maduracién excesiva de la leche, aparicién
de sabores extraflos y anomalfas cuando es conservada largo tiempo,
Si esta leche es utilizada posteriormente en queserfa, dado que

dichas enzimas son en muchos casos resistentes a la pasterizacién,
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adem4s de modificar la aptitud de la leche para la coagulacién y
hacer diffcil el papel de los fermentos licticos, provocan defec-
tos organolépticos en los quesos, sabores a rancio (lipolisis) o
amargos (proteolisis); Cousin, M.A. y col, (1.977 a y b). Debido
a que son microorganismos en su mayorfa teldricos o procedentes
del medio ambiente, se confirma una vez mis, la kxistencia de una
relacidn estrecha entre la buena o mala calidad bacterioldgica de’
la leche y la buena o mala calidad de los productos preparados a

partir de ella. ’

El papel de los microorganismos psicrétrofos en la indus-
tria lictea, ha sido estudiado por varios investigadores: Thomas
s.B, (1.966); Kunchat W, (1.970); Dummont J.P.yﬁol’197733us§e M.
(1.969), asf{ como las actividades lipolfticas: Nashif S.A. y col.
(1.953 ay b); Law B.A. y col. (1.976) y proteolfticas: Peterson
A.C, ¥ col, (1L.960); Kozlove L.A. (1.974),de dichos microorganis-

mos,

Cousin M.A. y col. (1.977 b), fabricaron quesos Cheddar
con leche pasterizada inmediatamente antes de la fabricacidn del
queso (I), almacenada una semana a 4,42C antes de pasterizar (IT)
e inoculada con Pseudomonas y Flavobacterium y almacenada una se-
mana a 4,42C antes de pasterizar (ITII). Los contajes de psicréfi
los en II y IXIT aumentaron de 5 x 102/ml. a 2,5 x 108/m1. durante
el almacenamiento, as{ como los valores de Nitrégeno no protefco
en IX y IIX respecto de los de I, lo que indica que hubo un aumen
to en la proteolisis de la leche. Dichos autores observaron tam-
bién que mientras que la microflora original de la leche degrada
preferenﬁémente la’A casefna, Pseudomonas y Flavobactérium atacan
lac y /3 casefna, mientras que las protefnas del suero, no fueron

afectadas por dicha proteolisis. El tiempo de fabricacidn del
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queso en el caso ITI, fue menor, con lo que se obtuvo una cuajada
mis firme, observandose en este caso, defectos de rancidez sélo
al cabo de un almacenamiento de 6 meses a 4,49C, Law B,A. y col,
{1.979) en el queso Cheddar, no observan sin embargo variaciones
en la produccién y calidad del mismo,debido a la'actividad proted
1ftica de las bacterias psicréfilas presentes en la leche de fa--

bricacién,que habfa sido almacenada durante 72 horas a 7,5°C,i

Debenkelar, N.J. y col. (1.977), estudiando por cromato-—
graffa la degradacién de las casefnas de la leche, observaron que
3a actividad proteolftica de las capas psicréfilas de Pseudomonas,
Alcalfgenes, Micrococus y Lactobacillus, va decreciendo de mayor
a menor,en ese orden. En este caso tampoco se vieron afectadas

las protefnas del suero.

Desde hace bastante tiempo, se sabe que los microorganis-
mos psicréfilos, son incapaces de crecer a temperaturas algo supe
riores a su éptimo de crecimiento y que temperatu;as relativamen~
te elevadas -los destruyen o” al menos disminuyen fuertemente su ca
pacidad de producir enzimas. Weckbach L.S. (1.975) y Weckbach L,
S. y col, (1.977), estudian el comportamiento de los microorganis-
mos psicréfilos sometidos a la accién del calor. Leche cruda que
contiene 102, 104’8 106 Pseudomonaa/ml., se calienta a 72-799C,
15"; 882C, 10" & 95%C menos de 5" y luego se almacena a 79C duran
te 14 dfas, Observaban, que cuando la leche contenia 106 microor
ganismos/ml., &stos disminufan a 10/ml. inmediatamente después
del tratamiento por el calor, aumentando posteriormente cuando se
almacenaba a 79C a 104/m1., después de 7 dfas y 106/m1. después
de 14 dfas, La mayor temperatura con el menor tiempo de exposi--
cién en ella, era el método mis efectivo, para la destruccién de

dichos microorganismos psicréfilos,
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Los mecanismos del psicrofilismo no se conocen por comple
to. Segim algunos autores como Jay J.M. (1.973), es probable que
la capacidad de crecer a bajas temperaturas esté bajo coutrol ge-
nético y que las cepas o especies de psicréfilos que corresponden
a géneros fundamentalmente mesé§filos, hayan sufrido algdn proceso

de mutaciédn o seleccidn,determinado por las bajas temperaturas.
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3. MATERTALES Y METODOS.
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3.1. MATERIAL OBJETO DE LA EXPERIENCIA.

Los quesos utilizados en la realizaciédn de este trabajo,
fueron elaborados a partir de 1.400 litros de leche de oveja de
raza manchega, obtenida por ordefioc mecdnico vy enfrfada hasta
su procesamiento entre §2C y 82C. Su fabricaciédn se llevd a ca-

bo en una queserfa de la regidn Central de Madrid.

A su llegada al laboratorio, se realizaron anilisis de mues
tras homogéneas tomadas de esta leche, dandé una acidez de 20993'
grasa, 7%; extracto seco, 16,20%; rendimiento 20,9%., La leche
habfa sido pasterizada en la f4brica a una T de 7292C durante 20

mn.

Se fabricaron.SO quesos, con un peso total de 292,6 Xg,

ELl tiempo de cuajada fue de 15 mn. a una T de 312C, cortindose
el grano, hasta el tamafio de una judfa. Se utilizd cuajo "Mar--
shall" 1/100.000 de los laboratorios Miles Marti;. Los quesos
fueron prensados posteriormente durante dos horas y colocados en
salmuera (20,50%) a temperatura de 132C durante cuarenta y ocho
horaB, al cabo de las cuales se llevaron al secadero cuatro dfas
a unt temperatura de 132C y una humedad del 657,

i Con los ochenta quesos frescos, se hicieron los siguientes
loteis

\

Lote n? 1. Quesos testigo.

i

Se tomaron ocho quesos, que fueron madurados normalmente,
en uha sala con temperatura de 52C ¥ 19C y humedad relativa 847
efecéuéndose controles, el dfa de fabricacién y a los 2, 15, 30,
45, 60, 90 y 120 dfas.

? Lote n? 2. Desde la fibrica donde se elaboraron los que—-—
|
!
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sos hasta el Instituto del Frfo, &stos fueron transportados en
un camién isotermo a temperatura del 102C i 1eC, habiendo sido
envasados individualmente en sacos de polietileno y embalados en

cajas de cartén rizado.

Una vez en el Instituto, se procedid a la congelacidn de
todos ellos en tinel a -409C, realizindose la toma de temperatu-
ra en la parte mis interna de los quesos con termopares de cobre

Constatan, conectados a un registrador Honeywell uwod. Brown.

Posteriormente los quesos fueron trasladados a una céma-
ra de conservacidn con temperatura ~202C y humedad 973, donde se
hicieron nueve lotes de seis quesos cada uno, manteniéndose en

dicha c4mara durante 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 y 360

dfas respectivamente.

Después de los diferentes perfodos de conservacién; 1los
lotes de quesos fueron transportados al estado congelado hasta
1a fibrica, donde se procedid a su descongelacidn gradual por un

perfodo de 48 horas, en cédmaras de maduracién con temperatura de

15ec ¥ 10C y H.R. de 84%.

Cada uno de los lotes fue posteriormente madurado en di
chas c4maras, tomindose muestras para su anilisis a los 15, 30,

45, 80, 90 y 120 dfas de maduracién.
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3.2. CARACTERISTICAS TECNICAS DE LAS INSTALACIONES FRIGORIFICAS

3.2.1. Tdnel de congelacidn.

La congelacidn se efectud rdpidamente, en un tiinel de 4
m. x 1,5 m. ¥y 2,5 m, de altura con un volumen de 15 m3. y capaci
dad de 500 Kg. Dicha cémara de congelacién estd aislada con po-
liestireno extruf{do, con un espesor-en la pared de entrada de 11
pulgadas en 3 capas: 4 + 4 + 3; en la pared-frontal de 10 pulga-
das en 2 capas: §5 + 5 y 14 pulgadas en tres capas de 5 + 5 + 4.
En el suelo, el aislamiento tiene un espesor de 12 pulgadas en
tres capas de 4 + 4 + 4 y en el techo de 13 pulgadas: § + 4 + 4.
Est4 preparado para alcanzar temperaturas entre -30°C y -509C,

La velocidad del aire es variable entre 3 m/seg. 'y 15 m/seg.

La instalacidn frigorf{fica es de expansién directa con
R-22 como flufdo frigorfgeno., El compresor es de doble salto
.con 6 cilindros (4 en baja y 2 en alta). La potencia frigor{fi-
ca es de 9,300 Kcal/h., evaporando a -609¢ ¥ con;ensando a +352C
El condensador enfrfado por agua tiene 6,3 m2. de superficie,

mientras que la superficie del evaporador es de 92,6 m2,

3.2.2, Cimara de counservacién.

La cimara donde se conservaron los quesos, tiene unas di
mensiones de 4 m, x 2 m. ¥y 3 m. de altura con un volumen de 24
m3. y capacidad variable. Est4 aislada con poliuretano, de espe
sor en la pared de entrada: 7 pulgadas en 2 capas de 4 + 3; en
1la pared frontal: 9 pulgadas en 2 capas de § + 4 y en las pare——
des laterales: 7 pulgadas en 2 capas de 4 + 3 y 5 pulgadas en 2
capas de 3 + 2, En el suelo el espesor dél aislamiento es de 8
pulgadas en 2 capas de 4 + 4 y en el techo de 9 pulgadas en 2 ca

pas de 4 + 5., Las temperaturas que se pueden alcanzar son de




~209C a -302C y la Il.R., es de 95-100%, La circulacidn del aire
es natural o forzada con un coeficiente de recirculacidn varia-

ble entre 10 y 30.

La transmisién es indirecta por medio de etilenglicol
que actiia de fluido frigorf{geno, el cual a su vez es enfrfado
por Fredn 22. Dicha cémara da servicio a otras 3 cédmaras de con
servacién, siendo por tanto el compresor de doble salto, de 4 ci
lindros con 3 en baja y 1 en alta, La potencia frigor{ficd es
de 9,240 Kcal/h., evaporando a —-479C y condensando a +35. La su
perficie del condensador es de 9 m2,, 1la de los serpentines es
de 21,4 m2. y el ventilador para la circulaciédn forzada del aire
tiene 30,5 m2,

3.3. TIOMA DE MUESTRAS.

Los quesos eran trasladados desde la cimara de maduréci&n
hasta el laboratorio en un contenedor isotermo y allf se procedfi
a a la toma de muestras segdn la Norma FIL IDF 50 1.969. Con
ayuda de un cuchillo de acero inoxidable de punta fina y previa-
mente flameado, se tomaba dé la parte central de cada queso un
trozo del mismo, de peso aproximado 50 g. que se introducfa en
el interior de una placa de Petri estéril, A partir de esta
muestra se procederfa a realizar todos los anilisis bacteriolégi
cos, Asfmismo de cada queso se separaba una parte destinada a
la realizacién de las pruebas bioqufmicas y otra parte destinada
a la determinacién de la dureza por medio de la célula de Kramer.
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3.4. TECNICAS DE CONTROL DE CALIDAD,

Las pruebas de control tanto bacterioldgico como fisioqui-
mico, se realizaron en todos los lotes de quesos fabricados a
partir de una dnica cuba de leche inicial, asf{ como en la cuaja-
da recién salida de la prensa y despuds de cuarenta y ocho horas

de saladero.

3.4.1. Control bacteriolégico.

Todos los andlisis bacteriolbgicos, se realizaron bajo
condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar modelo

TELSTAR tipo All-10,

De cada una de las muestras, de peso aproximado 50 z.,
tomadas en las condiciones anteriormente descritas, se recogfan
asépticamente alrededor de 20 g. y se homogeneizaban con 130 ml.
de solucién Ringer estéril dilufda al cuarto, en. un vaso de bati
dora Omni-Mixer (mod. Sorvall) durante 3 mn. a velocidad § del
aparato. De esta-mezcla inicial, que representa la dilucidn al
10% ; se tomaba con pipeta estéril 1Jm1., el cual era llevado a
un tubo de ensayo con 9 ml. de solucién Ringer estéril, mezclén-
dose bien con ayuda de un agitatubos de la marca "Cenco". La
nueva dilucién as{ formada es al 1%, La pipeta se lavaha p&ste—-
riormente, pasindola 2 veces por alcohol y 3 veces por agua des-
tilada hervida., Con ella se tomaba 1 ml. de la dilucidn al 1%.
para llevarlo a otro tubo con 9 ml. de solucidn Ringer y formar
as{ la 'dilueidn al 0,1%Pe nuevo se realizabdn las operaciones de
lavado, y as{ sucesivamente se iban creando las diluciones al

0,01%, 0,001%, etc.
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Una vez formadas todas las diluciones, se tomaba de cada
una de ellas con pipeta estéril y siempre de 1la m8s dilufda a 1la
mis concentrada, 1 ml. para depositarlo en una placa de Petri, cu
ya tapa se entreabrfa ligeramente cerca de la llama. Esta opera-
cién se realizaba por duplicado para obtener dos placas sembradas

por dilucién, utiliz4ndose la misma pipeta para todos los tubos.

Posteriormente se vertfan en cada placa, aproximadamente
15 ml. de cada uno de los medios selectivos de agar enfrfados en—
tre 409C y 502C, Estos medios de cultivo en piaca para la enume-
racién de gérmenes viables serin detallados més adelante, asf co-
mo la técnica utilizada para la deteccidn en tuhos de gérmenes cg

liformes.

3.4.1.1. Enumeracién de gérmenes viables.

El medio de cultivo utilizado es el descrito por la Hog-
ma FIL-IDF 1.958 para el recuento de gérmenes en leche lfquida vy
leche en polvo. Se escogif este método, porque ha sido el que ha
dado mejores resultados, debido al tamaflo de las colonias y la
transparencia del medio, Consta de § g. de triptona; 2,5 g. de
extracto de levadura; 1 g. de dextrosa; 10 ml., de leche descrema-
da y 1,000 ml. de agua destilada: Dicho medio se repartfa en bo-
tellas y se esterilizaba a 1219C durante 15 mn., guarddndose has-

ta el momento de su utilizacién a temperatura ambiente,

El tiempo de incubacién para las placas con este medio
fue de 72 horas a una temperatura de 302C, Todas las placas fue-
ron incubadas en estufa Memmert mod. Edesthal Rost frei. No se
consideraban m4s que las placas, cuyo nmimero de colonias estaba

comprendido entre 30 y 300,
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3.4.1,2. Enumeracién de gérmenes con funcién lipolftica.

De todos los medios de agar estudiados para la deteccién
de microorganismos lipolfticos, el que dié§ mejores resultados fue
el Agar JFributirina propuesto por Anderson (1.934). La adicién
de glicerin-tributirina al medio, en concentracién de 1% facilita
la localizacién de colonias lipolfticas, por la aparicidn de un
halo claro, que corresponde a la hidrédlisis de la tributirina por

dichos microorganismos.

El medio de cultivo, compuesto de 5 g. de peptona; 3 g.
de extracto de levadura; 12 g. de agar y 1.000 ml. de agua desti-
lada, se repartfa en tubos a razén de 15 ml. en cada uno, antes
de proceder a la esterilizaciédn a 1219C durante 1§ mn. Después
se afladfa en cada tubo con pipeta estéril, la glicerin-tributiri-
na en la concentracidn arriba seilalada, mezclindose fuertemente
en agitatubos hasta gue la solucidén quedaba turbia. El medio en-
friado a 452C, se vertfa en las placas previamente inoculadas con

1 ml. de la dilucién correspondiente.

Después de una incubacidn de 72 horas a 302C se hacia
el recuento de gérmenes lipoliticos, consider4ndose solamente las
placas en que el ndmero de colonias estaba comprendido entre 30 y

. 300,

3.4.1.3. Enumeracidn de lactobacilos.

' El medio de cultivo utilizado para el crecimiento selec
tivo de lactobacilos fue el Agar segdin Rogosa M, y col. (1.951).
Dicho agar, consta de 10 g. de peptona de casefina; 5 g. de extrac
to de levadura; 20,0 g. de D-glucosa; 6 g. de dihiérogenofosfato
potdsico; 20 g, de citrato amdnico; 1 g, de monocoleato de polioxi
etilensorbiteno; 15 g. de acetato sdédico; 6,575 g. de sulfato mag
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nésico, 15 g. de Agar y 1,000 ml. de agua destilada, Este medio
de cultivo se considerd el apropiado, debido a que contiene todos
los nutrientes especf{ficos requeridos para el 4ptimo crecimiento
de los lactobacilos, como son, alta concentraciédn en acetato, man
ganeso y hierro, as{ como un bajo valor de pH que suprime notable
mente el crecimiento de la flora acompaffante, Por otro lado, la
forma de realizar las siembras dejando el inéculo entre dos capas
de medio, proporciona un ambiente pobre en oxfgeno que facilita
el crecimiento de los lactobacilos, gérmenes anaerobios Ffaculta-
tivos y dificulta el de los gérmenes aerobhios que pudieran desa--
rrollarse. Este medio no se esterilizaba, siendo iinicamente her-

vido durante 2 8 3 mn. en agitacién continua.

Una vez sembrado el indculo sobre una capa de unos 10
ml. de medio en cultivo enfrfado y solidificado, se vertfa otra
cantidad aproximadamente igual encima con el fin de crear una
cierta atmdsfera de anaerobiosis para los gérmenes. Después del
enfriamiento de las placas, éstas eran inveftidas para su incuba-
cién que se realizaba durante 4 dfas a 302C, Solamente se tenfan
en cuenta las placas cuyo nimero de colonias se comprendfa entre

30 y 300.

3.4.1.4. Enumeracidn de gérmenes con funcién proteolftica.

Para hacer el recuento de gérmenes proteoliticos se uti
1izé el medio SMCA (Standard Methods Caseinate Agar) propuesto
por Martley F.G. y col. (1.970). Dicho medio posee una ventaja
respecto de los métodos tradicionales standard (SMA: Standard iMe-
thods Agar) adicionados de un 10% de leche descremada estéril; en
estos dltimos donde también se puede hacer recuento de los gérme-
nes totales, el reconocimiento de las bacterias proteolfticas se

realiza por adicidn después de la incubacidn de las placas, de
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una protefna precipitante (cloruro mercdrico 4cido) que produce
una zona de aclaramiento alrededor solamente de las colonias pro-
teolfticas. Cuando se utiliza el medio SMCA, es decir, SMA + ca-
sein. sédico, la incubacién de las placas durante 48 h. a 309C,
proporcionaba halos de precipitacién dnicamente alrededor de las
colonias proteolfticas y éstas serfn por tanto ficilmente recono-
cibles. La composicién del m;Aio es la siguiente: SMA (digerido
pancreitico de casefna: 5,0 g.; extracto de levadura: 2,5 g.; glu
cosa: 1,0 g.; agar: 15,0 g.), caseinato sddico 10,0 g.; citrato
trisédico hidratado 4,41 g.; 1.000 ml, de agua destilada. Una
vez que el medio era esterilizado en autoclave a 1212C durante 15
mn., se le afladfan 20 ml. de una solucién estéril 1 M de cloru
ro ¢4lcico hexahidratado, agiténdoge fuertemente. El medio de
cultivo asf preparado se vert{a en placas de Petri estériles ﬁue
una vez solidificadas se incubaban en posicién'invertida, durante
483 h. a 302C. Despuds de esta incubacién las placas eran sembra-
das con )X ml, del indculo que se extendf{a sobre la superficie del
agar con ayuda de un asa de siembra estéril. Las placas volvian
a ser incubadas y pasadas otras 48 h. a 3J02C, se contaban como co
lonias proteolitiéas aquellas alrededor de las cuales, aparecfa

una zona de aclaramiento o un halo de proteolisis.

3.4.1.5. Enumeracidn de gérménes coliformes.

Para el ‘recuento de gérmeqes coliformes, se siguid la
técnica descrita por la Norma FIL IDF 73.1'974.' Dicha Norma recg
mienda la utilizacién del calde lactoso, con bilis al 2% y verde
brillante, debido a que la posesién de sales biliares inhibe el
crecimiento de los microorganismos Gram positivos, creando asf un
medio adecuado éara el desarrollo de los gérmenes Escherichia y

Aerobacter. Dicho medio era repartido en tubos provistos de cam=




pana Durham a razén de 10 ml. por tubo, esterilizindose posterior

mente en autoclave, durante 15 mn a 121°C,

La muestra era preparada de modo distinto a como se ha-
c;a para los dem4s recuentos bacterioldgicos. Se tomaban aproxi-
madamente 5 g. de queso en condiciones estériles y se llevaban a
45 ml. de una solucién estéril de citrato sédico al 5%, homogenei
zéndose_durante 3 mn, a velocidad §5 del aparato. De esta dilu~— -
ciédn al 10%, se tomaban 10 ml. con pipeta, llevdndose a un frasco
con 90 ml. de solucién Ringer. Se preparaba as{ la dilucién al 13
Dé aqu{ se pasaban de nuevo 10 ml. a otro frasco con 90 ml. de sg
lucién Ringer, obteniéndose asf la dilucién 0,1{ y as{ sucesiva—-
mente. En cada fase se utilizaba una nueva pipeta estéril. A
continuacién se tomaba de la dilucién mayor a la menor,l ml., de
cada tubo, llevindose a tubas conteniendo 10 ml. de caldo de cul-
tivo estéril., Se sembraban 3} tubos por dilucién para obtener por
triplicado 0,1 g. de muestra; 0,01 g.; 0,001 g, y,as{ sucesivamen
te. Después de una incubacidn de 48 h, a 302C se tomaba muestra
con asa de siembra estéril,de los tubos que mostraban crecimiento
independientemente de la produccién o no de gas, para llevarla a
nuevos tubos con 10 ml, de medio, Esta resiembra‘se mantenfa nue
vamente en estufa, durante 48 h. a 302C, considerdndose positivo
dnicamente, los tubos con aparicién de gas. El c4iculo del nime-
ro de coliformes por gramo de muestra se hacfa mediante las ta---

blas del nimero m4s probable (NMP).
3.4.2. Control bioquimico.

3.4.2.1, Determinacién del pH.

Se tomaban 10 g. de queso homogeneizindose con 100ml,
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de H,O destilada. La mezcla se calentaba y después de filtrar se
recogfan 50 ml. midiéndose el pH en un pH~ metro Radiometer

22 con 2 electrodos, uno de vidrio y otro de calomelanos.

3.4.2.2. Determinaciédn de acidez.
Se sigufé el método de la AOAC (1.960) modificado.

Del filtrado preparado para la determinacidén del pH se
tomaban 50 ml., a los que se afladfa fenolftalefna al 2% como indi
cador. La valoraciédn se hacfa con hi?réxido sédico 0,1 N y la
acidez se expresaba en 4cido l4ctico, teniendo en cuenta que 1 ml

de hidréxido sédico 0,1 N corresponde a 0,009 g. de fcido lictico.

3.4.2.3. Deéterminacidn de la humedad.
Se siguié la Norma FIL IDF 4 1,958.

Se pesaban 20 g. de arena en cipsula de nfquel o alumi-
nio, secédndose la c4psula con arena y el agitador en estufa a 1052
C hasta peso counstante. A continuacién se enfriaba en desecador
y se pesaba. Se colocaban répidamente ] g. de la muestra, anotién
dose el peso exacto y triturando cuidadosamente la masa del queso
en la arena con ayuda del agitador. A continuacidn se imtroducfa
en estufa a 1052C haciéndose pesadas intermedias hasta conseguir

un peso constante,

3.4.2.4. Determinacidn de lactosa.
Se siguié la Norma FIL-IDF-43 L.967.

Se tomaban 10 g, de queso, homogeneiz4ndose en 400 ml,

de agua destilada caliente (60 - 702C) durante 2 mn pasando el
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contenido a un matraz aforado de 500 ml,

Se afiadfan § ml. de una solucién de sulfato de cinc
heptahidrato al 30%, mezclando suavemente y afiadiendo a conti--
nuacidn § ml. de una solucién de . ferrocianuro potisico trihidra-

to. .. cristalizado al 15%.

Después de enfriado el contenido del matraz se completa

ba hasta el aforo y una vez cerrado se mezclaba.,

A continuacién se filtraba y se tomaban con una pipeta;
25 ml, de una solucidn de sulfato de cobre  pentahddrato 3l 7% y
25 ml, de una solucién de tartrato alcalino préparada ;omo se es-
pecifica m4s adelante, llevindolo todo a un vaso de precipitado
de 400 ml, La muestra se calentaba hasta ebulliciédn, afladiendo a
continuacién 100 ml, del filtrado de la muestra. El calentamien-

to se detenia 6 mn. después de recomenzada la ebu}licidn.

Todo el contenido del vaso, se trasvasaba con ayuda de
chorros de agua caliente a un crisol filtrante preparado como se
detalla m4s adelante, realizindose una aspiracién media. El1 f£il-

trado es de color azul.

Una vez enjuagado el crisol, se secaba a 1032C ¥ 22C du

rante 30 mn. y se pesaba. -

Para el ensayo en blanco se sustituirdn 10 g. de queso

por 10 ml. de agua destilada.



Solucidn'de tartrato alcalino: Disolver 350 g. de tar
trato de sodio- potasio tetrahidrato = y 100 g, de Hidrdxido sé-
dico en agua destilada completamda hasta 1,000 ml, Des-—-

puéds de un reposo de dos dfas eun frasco tapado se filtra.

Preparacién del crisol filtrante: Se lavaba el crisol
con Qcido nftrico diluido al 15~20% en peso, enjuagédndolo des——-
pués con agua caliente y 10 ml. de alcohol etflico al 96%. Se
secaba el crisol a 1032C ¥ 20C durante 30 mn. y después de enfrf

ado se pesaba.

Para el c4lculo de resultados se corregfa,masa de &xi-
do cuproso encontrado en el anflisis de la muestra,restindole el
resiltado del ensayo en blanco. Se buscaba mediante las tablas
dadas en la Norma FIL-IDF-43 1.967, la cantidad de lactosa arhi-
drida o hidratada correspondiente a 1la masa corregida de éxido
cuproso y se encontraba el contenido en lactosa anhidrida o hi--

dratada en % de la muestra mediante la férmula:

50.000 x A x 0,99

V x B
donde:

A = masa de lactosa encontrada en la tabla, expresada
en gramos.
B = masa en gramos de la muestra de eunsayo.
V = volumen del filtrado utilizado expresado en ml,
0,99 = factor de correccidn para compensar el error de vo
lumen que resulta de la presencia de materia grasa

v proteina de la muesgtra.




3.4.72.5. Determinacidn de nitrégeno total.
Se siguié la técnica de Ferrer Falcédn L.. (1.957).

‘Se pensaban aproximadamente 2 g. de queso sobre papel

de filtro y se introducfan en matraz Kjeldahl. Se aftadfan 20 ml
de 4cido sulfdrico, § g. de sulfato potdsico y 1 g. de sulfato
de cobre deshidratado en estufa, como catalizadores. Después de
agitar para evitar la carbonizacidn, se dispoﬁia a fuego lento 3§
mn. y luego a fuego vivo hasta el viraje a color verde,  Se deja-

ba enfrfar y se pasaba a destilar.

3.4.2.6, Determinacién de nitrégeno soluble en cloruro sédico al
S%.

Se siguié la técnica de Dyerw.J. y col. (1.950)

Se pesaban aproximadamente 3 g. de quesgo, depositindose
en un vaso de batidora enfrfado entre 02C y 29C. A continuacidn,
se afladfa conservando la relacién 1/10 - 1/20 una cantidad corres
poundiente (aproximadamente 60 ml.) de solucién salina, previamen-

te enfriada y se homogeneizaba 1% mn., a velocidad 5 del aparato.

Se repartfa todo el homogeneizado, en 2 tubos que se
centrifugaban 30 mn. a 3,000 r.p.m. Del sobrenadante, que se re-
cuperaba en matraz enfrfado, se tomaban 30 ml. con pipeta, anotag
do el peso exacto, pasindose a un matraz Kjeldahl para comenzar

dicho método.

3.4.2,7. Deéterminacién de casefnas por medio de electroforesis

en acetato de celulosa.
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3.4.2.7.1. Equipo instrumental.

. Para realizar la electroforesis, se utiliza una Cube
ta Microzona Beckman Mod. R-100 con dos cimaras para el Buffer,
separadas o aisladas una de otra durante el proceso electroforé-
tico; pero comunicadas al quitar el puente automiticamente, por
un 8ifén regulador de nivel, el cual asegura contra un posible
corto circuito.. La corriente entra por dos bornes que. atravie--

san el cuerpo de la cubeta hasta un par de electrodos de platino

La capacidad total de las dos cdmaras es de 265 ml.
a 285 ml. de la solucidn Buffer.

La aplicacidn de las muestras se realizaba con un
aplicador de muestras Microzona de Beckman, el cual recoge por
accidn capilar entre las finas laminillas paralelas del vistago
0,25 ml, de la muestra. ) ' '

Las membranas de acetato de celulosa utilizadas eran

de la marca Sartorius Membraanfilter.

La fuente de alimentaciédn utilizada fue Beckman Duos

tat, Mod, RD-2 con un voltaje de 110 V y una intensidad de co~--
rriente de 4 mA,

Las bandas fueron medidas por densitometria con un

aparato Chromoscan MK-II (Joyce, Lobl and Co. Ltd, Gateshead),.
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3.4.2.7.2, Método. .
Para la preparacién de la muestra se siguid el méto-
do de Pierre y col. (1.970)yaunque la cantidad de muestra fue
adaptada al caso particular de este queso,segiin Ramos M. y col,
(1.976). Se raspaban 3,6 g. del interior de la muestra, homoge-
neizdndose con 30 ml, de agua destilada en un Omni-Mixer durante
2 mn., a velocidad §, Después de eliminar la grasa sobrenadante,
el pH se llevaba a 4,6,centrifugédndose a continuacién a 3.000 r,
p.m., durante § mn, E1 residuo era dispersado en § ml. de urea
7 M. El1 pH se llevaha a 7 y despuds de afladir 20 ml. de tebra—-
cloruro de carbono para extraer todos los restos de grasa, se
agitaba en centrffuga a 3,000 r.p.m, durante 5 mn. Las casefnas
as{ dispersas en la urea, estaban ya dispuestas para su aplica--

cién en la membrana,

La composicién del buffer de la cubeta es 1,34 g. de
4cido dietilbarbitirico; 10,30 g. de dietilbarbiturato sédico;
1.000 ml., de agua destilada, La fuerza idénica es de 0,05,

La tira de acetato de celulosa, sobhre la que se iha
a realizar la aplicacién posteriormente,habfa de estar sumergida
en el buffer m4s urea § M, un mfnimo de media hora, antes de me-
terla en la cubeta. Pasado este tiempo se introducfa entre dos
secantes para quitar el exceso de buffer y se colocaba la mues--
tra con el aplicador, La fuente de alimentacién era conectada a
1la cubeta yAajustado el voltaje y la intensidad de corriente,

manteniéndose durante dos horas y media.

Para la tincién y fijacién de las tiras, se utiliza-
ba negro amido 10 B, sumergiéndolas en el colorante de 7 a 10 mn

Después se hacfan 3 lavados sucesivos de 10 mn con 4cido acético
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al 5% y se agitaba la membrana en una solucidn deshidratadora de
alcohol etilico (9@,5%) durante 1 mn. Se colocaba la membrana

sobre la placa de vidrio y se pasaba el limpiador, introduciéndg
se de 3 a 5 mn. en la solucién tranSparent;dora de ciclohexanona
y etanol en un porcentaje 22/78 respectivamente. Después de de~
jarla escurrir, se secaba a 802C, colocdndola posteriormente en
agua tibia unos minutos‘par; despegarla de la placa de vidrio y
una vez seca se introducfa en una funda de plistico para su con-

servacién y posterior densitometria.

Las d; y/l caseinas de oveja,utilizadas como patrones
para la identificaciédn de las bandas y sometidas alas mismas con
diciones de electroforesis que las muestras a analizar, fueron
cedidas amablemente por la doctora Mercedes Ramos quien consi-—-—
guié aislarlas por electroforesis en Gel dé poliacrilamida con
dodecil sulfato sédico, en un trabajo presentado como comunica--
cién al 75 Aniversario de la Real Sociedad Espafiola de Fisica vy
Qufmica (1.978).

3.4.2.8, Extracién de la grasa.

Se pesaban aproximadamente 30 g. del producto, en un
cartucho, taponado con algoddén hidréfilo, mezclindolos con éter
et{lico-éter de petréleo al 50%. El cartucho se introducfa en
el cuerpo intermedio del Soxhlet, manteniéndolo una media de 6
horas, sin que la temperatura del bafio pudiera superar nunca los
§02C, Una vez arrastrada toda la grasa, se recuperaba el éter

en un rotavapor,

3.4.2.9. Determinaciédn de 4cidos grasos libres.
Se empled el método de Mehlenbacher Vy col. (1.955).




Se tomaban aproximadamente 7 gramos de grasa, a
los que se afiadfan 75 ml. de alcohol etflico y unas gotas de fe-
nolftalefna, valorando la mezcla con hidréxido sédico 0,25 N,

Los resultados que se dan en porcentaje de 4cido olei

co,son obtenidos mediante la férmula,

ml de %lcali x N x 28,2
Peso grasa

3.4.2.10, Determinacién de la actividad de agua.

La forma m4s corriente de expresar la disponibilidad
de agua para el crecimiento microbiano y el desarrollo bioquimi-
co es la denominada "actividad de agua" (aw), que es una medida
de la presidn parcial que ejerce el agua en el alimento,e indica
su grado de retencidn.

La actividad de agua se define como:

aw

Z H.R.E, = _P

100 Po

donde: aw * actividad de agua
# H,R.E. = humedad relativa en el equilibrio
P = presién de vapor que ejerce el agua en el
alimento a la temperatura de equilibrio
del sistema.
Po = presién de vapor del agua pura a esa tem-

peratura de equilibrio,

Para la determinacidn de la actividad de agua se—ati-
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1iz6 el método de Kvaale O. y col. (1,963).

Se preparaba una serie de solucliones saturadas de diver-
sas sales, disolviéndolas en agua destilada a 409C, Dichas solu
ciones eras las sigulentes:

Sulfato de zinc heptahidrate (znSO _7“20) 90, 5%

Citrato sédico 1pe9§ah1dra%o (&asczﬂso7.5nzo)9l,5%
Cloruro birico dihidrato (BaCl,.2H,0) 92,5%
Tartrato sédico dihidrato_(Naic4ﬂ406.2H20) 94, 5%
Nitrato potisico (KNOJ) 95,0%

Bromato sddico (NaBrOs) 95,5%
Sulfato sédico decahidrato (Na,so4.1on20) 97,5%
Nitrato de plomo (Pb(NO3),) 93, 5%

Fésfato disbédico godecahidrato (Na2HP04.123769990%

Los valores a la derecha de las soluciones, representan
las humedades relativas de equilibrio (H.R.E.)} de los papeles
test (test papers).

Se cortaban a continuaciédn tiras de papel de filtro que
se impregnaban en dichas soluciones, dejindolas luego secar a
temperatura constante de 202C, en el interior de placas de Petri

que se mantenfan en un desecador.

10 g. de muestra se colocaban en frascos con tapén de
corcho introduciéndose en cada uno, las tiras de papel impregna-
das de las sales y cerrindose herméticamente. La operacidn se
realizaba por duplicado. Pasadas 24 h, a temperatura de 209C,
se observaba- la humedad de las tiras, estableciéndose el valor

de H.R.E. en aquella solucién, por encima de la cual todas las
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tiras estaban ya secas.

Dicho procedimiento que los autores han comparado
con el método de interpolacién gréfica, ofrece resultados bastan
te reproducibles para valores de H.,R.,E. por encima de 90,5%, aun
dentro de los mirgenes de error que se aceptan en todos estos mé
todos cuando se trabaja con valores muy altos de aw. Por otro
lado, laAsimplicidad del método y el hecho de que no presuponga
una destruccién de las muestras, supone una serie de ventajas

que favorecen su eleccién.,

3.4.2,11. Deteccién de elementos metflicos por espectrofotome--
N trfa._ de absorcidén atémica. S
La determinacién de elementos metilicos se realizé
tanto en la leche de partida como en el suero, segin Judrez M. y
col. (1.979), as{ como en la cuajada prensada, salada, con LS“&
30 dia@;&é maduracién directa, con el fin de obtener una idea
del contenido en elementos mayoritarios (Na,K,Ca y Mg) y algunos

de los oligoelementos (Fe, Cu, Zn y Mn) en dichos productos.

El contenido en muchos de estos elementos puede aumen
tar durante el proceso de fabricaciédn y conservacidn de produc--
tos l4cteos, por una simple contaminacién con el material utili-
zado, lo que podrfa causar alteraciones en la calidad de counser-

vacién.

3.4.2,11,1. Equipo instrumental.

Se usé un espectofotémetro de absorcién atémica Beck-
man, modelo 1248, provisto de compensador de deuterio, integra--
dor y memoria con lectura analfgica, mechero Autolam Bumer II y

un registrador potenciométrico Honston de 100 ml. Los parfme-—-
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tros de operacién en el espectrofotdémetro se expresan en la Ta--

bla n2 I

3.4.2.11.,2 Preparaciédn de las muestras.

Para la realizacién de la técnica, se parti§ de una
serie de disoluciones comerciales Merck {(tritisol), conteniendo
1.003pg/m1 de cada uno de los elementos a analizar, a partir de
las cuales se prepararon por diluciédn, dos grupos de disolucio--
nes patrén para la realizacidn de ias curvas de calibrado. La
composicidn de las disoluciones patrén queda reflejada en las Ta

blas n? II y JII

Cada disolucién patrédn contenfa, ademis 1,27 de 4ci-
do hidroacético y 500 ppm de tricloruro de lantano, y.se prepara
ron en NOSH 1N,

3.4.2.11.3, Hétodo. .

Para el anflisis del Ma, ¥, Ca y Mg en leche,se si--
guid el procedimiento de Brooks I.B. y col. (1.970), en el cual
las proteinas de la muestra(3j ml) se separan por adiéién de dci-
do tricloroacético al 24% (50 ml.) y agua desionizada hasta un
volumen de 100 ml, determindndose los metales en el suero 4cido
obtenido, fue de 1/10 en el caso del Ca y llg v 1/70 en el caso
‘del K y Na. Para analizar el Ca se afadieron SOgﬂg/ml de una di
solucién de tricloruro de lantano al 5% preparada a partir de
&::ido de lantano (5,56 g.), 5 ml. de agua, 25 ml. de HC1l concen-
trado y agua hasta un volumen de 100 ml. El lantano tiene como

finalidad la de acomplejar los iones interferentes,

Para el an4lisis de Fe, Cu, Zn y Mn se siguié la téc

nica de Murthy G.XK. y col. (1.968), aunque omitiendo la adicién
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TABLA 11

COMPOSICION DE LAS DISOLUCIONES PATRON PARA EL ANALISIS DE LOS

ELEMENTOS Fe, Cu, 7n, v Mn.

CONTENIDO EX meg/l

Solucidn Fe ~u Zn

i
A 1,0 0,1 . 1,0 0,1
n 2,0 0,2 1,2 0,2
c 3,0 0,3 1,5 2,3
D 4,0 0,4 2,0 0,4
B 5,0 0,5 2,5 0,5

Estas disoluciones se prepararon en xosu 1%
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TABLA i)

GOMPOSICION DE LAS DISOLUCIONES PATRON PARA EL ANALISIS DE LO
ELEMENTOS Na, K, Ca y Mg.

CONTENIDO EN mg/1

Solucién Na < Ca Mg
1 0,6 2,0 2,0 0,2
2 0,9 3,0 3,0 0,3
3 1,2 4,0 4,0 0,4,
4 1,5 5,0 5,0 0,5
5 2,1 7,0 7,0 0,7
6 3,0 10,0 10,0 1,0
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de ClNa y C12Ca para la determinacién de Mn. Se incineraron 100
ml., de leche. Las cenizas eran disueltas en 2 ml. de NOBH con--
centrado y la solucién se evapord a sequedad sobre una placa ca-
liente. E1 residuo se disolvié calentando en NOJH IN y se pasé
cuantitativamente a un tubo de centrffuga de 10 ml. con tapén.
Después de mezclado se cénbrifug& 10 mn a 1.800 r.p.m. para la
separacién de posihles particﬁlas de sflice. La medicién de Fe,
Cu y Man se hizo en el 1lfquido sobrenadante, Para determinar Zn

se realizaron diluciones posteriores (1/5 - 1/10).

Para realizar el anilisis de elementos metilicos en
las muestras de queso, se disolvfan las cenizas de § gramos de
queso, en 2 ml, de N03H concentrado, evaporando la‘solucién SO0——
bre placa caliente. El residuo se disolv{a en N03H 1N haciendo
diluciones 1/10 para determinar Fe y ¥n, 1/50 para determinar Cu
y 1/250 para determinar Zn. Para determinar Na, K y Mg se ha~--
cfan diluciones en agua del orden 1/2.000, afiadiendo posterior-—-

mente tricloruro de lantano en la proporcién de 500 ppm.

3.4.2.12, Determinacién de dureza.

Como medida de la dureza y consistencia del queso, se
utilizé la célula de Kramer (Kramer Shear cell.), desarrollado
por Kramer A. y col. (1.951). Dicha célula es hoy dfa muy usada
para el control de calidad de todos los productos alimenticios.

La respuesta mecénica del producto al ser sometido al
ensayo con la célula de Kramer, se consideraba inicialmente como
1la resistencia al corte. Posteriormente algunos autores como
Szczesnialk A.A, y col, (1.933), han demostrado que dicha respues
ta se debe inicialmente a la compresidn, posteriormente al corte

y por ltimo a la extrusidn,-siendo por tanto diffcil obtener




conclusiones claras de la influencia de cada uno de los componen
tes estructurales del producto. En queso se ha demostrado no
obstante qﬁe 12 célula de Kramer, da unos valores tres o cuatro
veces superiores a cualquier otro método de penetrometrfa, com--
presidn o cizallamiento, sobre el mismo producto y probeta, sien
do por tanto estos resultados més significativos; Goicoechea y
col. (1.979).

3.4.2.12.1 Equipo instrumental.
Para este trabajo, la célula de Xramer se adaptd a
un Instron Food Testing Instrument mod. 1140; con los parimetros

de medida definidos en la tabla siguiente:

Velocidad de deformacidn 50 pun/mn

Velocidad de la carta del registrador 50 mm/mn

i

Cabezal de medida utilizado para me--
dir 1a fuerza . 500 Xg
Rango 0-100 Xg

3.4.2.12,2 Método.
La determinacién se realizaba despuéds de haber mantg
nido la muestra veinticuatro horas a 02C o bien cuarenta y ocho

horas a 09C, si el producto habfia sido congelado.

Los ensayos se efectuaban sobre una probeta cilfndri
ca de queso de 45 mm. de difmetro y 25 mm. de altura, con un pe-
so medio de 49 p 1 g., haciendo en cada uno,un mfnimo de cuatro
determinaciones. La variable a medir es la F max.: Kg/gramo del

producto,
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4.1. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Para la interpretaciédn de resultados se ha efectuado un

anf{lisis de varianza, mediante una prueba F con un nivel de sig-
nificacidn al 95%,

Para ello se ha partido de un planteamiento matemitico que
supone la influencia en cada una de las variables estudiadas, de
dos factores: la congelacidn y conservacidn a -202C, efectuada
sobre los lotes de quesos,ylla maduracién a que posteriormente

se someten los mismos.

De cada uno de dichos factores, se obtienen una serie de
variantes: el factor congelacidn y conservacién; presenta nueve
diferentes tiempos en dicha conservacién (30, 60, 90, 120, 150,
130, 240, 300, y 360 dfas), ademis del testigo que no se ha con-
servado (T); el factor maduracidn presenta seis tiempos de dicho
proceso en los cuales se practican controles (15; 30, 45, 60, 90
y 120 dfas), ademés del control efectuado en el tiempo cero de
maduracién (#-0). Dichas variantes serin consideradas diferen--

tes niveles, dentro de cada factor.

En el primer nivel de maduracidn (}M-0) de todas las tablas
que expresan los resultados de este trabajo, se encuentran en la
primera casilla de la izquierda, los valores hallados para cada
una de las variables en los lotes antes de congelar y en el res-
to de las casillas los valores para los lotes recién descongela-

dos.

Para el andlisis de los datos se ha supuesto un modelo ted

rico expresado por la siguiente ecuacién:



xijk =pto “"(‘3 +?1jk

X = Késima observacidn correspondiente a la fila i de
la columna j
/ﬂ-v media generai
«, = efecto especi{fico de la variante i del factor madu-
racién
ﬂj = efecto espec{fico de la variante j del factor conge
lacién
?ijk = efecto residual (error al azar),de todos los facto-~
res no controlados, admitido como una variable alea

toria y perteneciente a la K-ésima observacidn.

Si no existe interaccidn entre ambos factores, el efecto

estudiado es simplemente aditivo y suponet .
- .
(1) 2 g% =0 ¥
n
. @™, =0
j=1(33

Ahora bien, cuando se detecta interaccidén entre los facto-

res, dicha ecuacién se modifica, afiadiendo un nuevo componente

e TSN Py Y YTy

donde
713 = efecto debido a la interaccién de ambos factores so-

bre el conjunto ij.
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En este caso, los supuestos de (1) ya no se cumplen.

Los resultados de la aplicacién del anilisis de varianza, para
estudiar la existencia o no entre los factores, de interaccién para-
cada una de las variables, vienen reflejadas en las tablas n2 VI, -
v1iii, X, XII, xIv, XvI, XviIir, XX, XxIr, XxIv, Xivl, IXVIII, IXX, -
XXXII, XXXIV, XXXVI.

En las tablas donde se observan las medias de los valores en—
contrados para cada una de las variables en cada nivel de congela~-—
cién y maduracién, se expresa debajo de cada una, las diferencias -
significativas que presenta dicho dato, respecto de los otros que se
encuentran en su misma fila (o nivel de maduracién) y m&s abajo res-—
pecto de los que se encuentrén en su misma columna (o nivel de con--~

servacidn).

4.2, ANALISIS INICIALES.

Los resultados de los anélisi;ugfectuados sobre una muestra de
las cuajadas, inmediatamente después de su salida de la prensa, que

dan reflejados en la tabla n? IV,

4.3. ANALISIS PERIODICOS.

Los valores analfticos encontrados para cada una de las varia-
bles estudiadas, se agrupan en dos tipos de anilisis: andlisis bio--

qufmicos y anflisis microbioldgicos.

En el primer grupo quedan inclufdos los valores relacionados -
con la humedad, acidez, protefna, grasa y reologfa de los quesos.
En el segundo-grupo se incluyen los anf{lisis efectuados para encon-—
trar los valores de gérmenes viables, lactobacilos, coliformes, gér-
menes proteol{ticos y gérmenes lipolf{ticos, en cada uno de los lotes

estudiados.



-100-

*00Te10 OPTOR ep * ue vsexdxe es ‘sexqty soseld SOPIOY ue OpPFuUeUOD TH

*00T30BT OPTIOP ep * ue Bsexdxe s .movﬁod ep JoteA TA

° g uwe uesexdxe es eTqNTOs °*j303d £ T®303 *301d tesexn ‘pepeumy ep sS6IOTBA SO
*wrasenm &p ..uh\.!.nwm ep zu *So7 Te ejuerpeéum ueseldxe 6f BOUBIQOIDTH SOIOTBA £07]

’ "YSN3dd Y1
30 SYQITVS N31334¥ SYQVIVAD SYT 3C SO0J19070180UJIW A SOJIWIND ‘S0DIStd SIHOWA -°Al vIavL

560 ; L6cz Speg IR L8%0  P6°TT  of‘o  CLepy

uoa3sul Te303 *Jg/*Tos g SIGNTOS *3033 Te303 304 BOSEJS 'OV EBSed) ZepJoy pepeumy

066°0 £0°T  66°S vz 9z ¢S C gt T e LetL

)] w\s\ nd gooT3yT0dT] -S00F3Ffo030a4 80WI0ITTIOD S0TTOoRqO3 O] 8O0TqQeTA °*DH



-101-

4.3.1. Andlisis microbioldgicos.
La flora microbiana para todas las determinaciones, vie-
ne expresada por el logaritmo del nimero de gérmenes por gramo

de muestra.

4,3.1.,1, Determinaciédu de gérmenes viables.
Los resultados de los anflisis vienen reflejados en

las tablas n2V y VI y en las figuras n21, 2 y 2.

De la tabla n? VI se desprende, que el lote que mis se
diferencia significativamente de los demis, es el testigo, ya

que presenta diferencias con el C-30, C-90, C-120, C~150, C-180,
C-240, C-300 y C-=360,

Dentro de los lotes congelados, aquellas cuajadas que
tuvieron mis tiempo de conservacién (C~240; C-300 y C-360), son
las que presentan mayores diferencias respecto de las otras, asf
como el lote con 60 dfas de congelacién (C- 60), que se diferen-
cia del C-120, C-150, C-240, C-300 y C-360,

Existen diferencias significativas para los valores lg
gar{tmicos de gérmenes viableé, entre las cuajadas antes de la
congelacién y después de la conservacién al estado congelado, en
todos los lotes a excepcién del C-60, C-120 y C-150. En todos
los casos hay una disminuciédn en el nimero de gérmenes viables,
menos en el caso de las cuajadas conservadas 30 dfas, en donde
se puede observar un aumento después de la conservacidn (7,99---
8,53). Dicha disminucién en el mimero de gérmenes viables es ob

servada también por Peldez C. (1.978) en queso tipo Manchego.
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» A ESRAEAEIEIR) 20
| %ln
R ok | %
.
* bep
. * N .
. NIVELES CE NIVELES [X
CONSERVACION A -20°C gy MADURACON
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACION. SR

r.826 7.720 7.702° 7.667 7.428 7.478 7.2%6

MEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION A -308C.

a) 8.169 7.691 7.886 7.594 7.437 72476 7.549 7.427 7311 7427
MEDYA GENERAL = 7,567 ) .
~ ANALISIS DE VARIANZA
F. VAJAC, SOM.CUAD, GuL. MED, CLD, L
rILAS 0.55432 0L 6 0.9238E 00  12.146 %
COLUMNAS 0,1098E 02 9 0.12208 01 16.03Ses
IRTERAC.. 0.8984E 01 54 0.16648 00 - 1.187ew
ERROR 0.53242 01 70 0.7606B-01 ’
b) TOTAL c.3083R 02 139

TABLA Vi~ GERMENES VIABLES, -

a) Diferencia significativas entre los niveles de madu—
reclén y jos niveles de conserveclén a -20* C,
~ b) Anmiisiy de vartanze.
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De la tabla n?2V se desprende, que no existen diferencias
significativas en el lote testigo y e; las cuajadas C-90 y C-120,
para cada uno de los niveles de maduraciédn, mientras que en el
resto de los lotes congelados, los 15 (M»15), 30 (M=30)y 45 (M-45)
dfas de maduracién, me diferencian significativamente de los
60 (M-60), 90 (M-90) y 120 (M-120) dfas, con un descenso en el ni
mero de gérmenes viables. Dichas diferencias significativas para
cada uno de los niveles de maduracién, tomando todos los valores

globalmente,se expresan en la tabla n? VI,

Los valores lf{mites encontrados para el logaritmo de éér—
menes viables (mfnimo de 6,78 y midximo de 8,56), estin dentro del
rango hallado por otros autores: Niilez M. (1.973) en queso de Ca-
brales, encuentra valores logarf{tmicos entre 7 y 9; Ordofiez J.A.
y col. (1.980 b) en queso de Roncal fabricado con leche cruda de
oveja, encuentra unos valores logarftmicos de gérmenes viables,
comprendidos entre 6 y 9; Ordéilez J.A., y col. (1:977 a) en queso
Ulloa encuentra para un fabricante, gérmenes viables comprendidos
entre 6 y 9 y para otro entre §5 y 9; Martinez Moreno J.L. y col.
(1.§7ﬁ) en quesos Manchegos industriales fabricados con leche de
oveja sin pasterizar, los encueﬁtran entre 7 y 10 al igual que M
fiez M, (1.976) en quesos Manchegos industriales, pero a partir de’
leche de oveja pasterizada; para Ordofiez J.A. y col. (1.978 a),
quesos Manchegos fabricados con 1eche cruda y conservados en acei
te de oliva, presentan unos valores logarftmicos de gérmenes via-
bles entre 6 y 9, mientras que Roman M. (1.975), encueuntra para
quesos Manchegos parafidados y no parafinados, una flora total

viable comprendida entre 7 y 10.

Por otro lado Devoyod J.J. (1.969) en queso Roquefort, en

cuentra en muestras tomadas del centro y la superficie del. queso,
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valores logarftmicos de gérmenes viables comprendidos entre 8 y

10, cuando los recuentos se realizaban antes del salado y entre -
7 vy 10 cuando se realizan después del salado. - Mansour A. y col,
(1.973) en quesos conservados en salmuera, observan un descenso

de la flora microbiana total de 8,5 a 7,5, mientras que Sozzi T.
y col. (1.972) en queso Vacherin, observan que 1la flora microbia
na total puede alcanzar en s8lo 20 dfas, valores logarftmicos m4

ximos de hasta 10,

En el lote testigo, los gérmenes viables aumentan ligera
mente al principio de la maduraciédn, para alcanzar a los 45 dfas
el valor miximo (8,56) y luego descender hasta el final, sin que
estos cambios sean significativos en nuestra experiencia, Di-~-
chos resultados concuerdan con Galzin M. y col (1.970), queven
queso Poquefort,encuentran también una disminucidn lenta pero -
constante de la flora total, y Jiménez S. (1.978) en queso Man--
chego. A .
4.3.1.2., Determinacién de lactobacilos.

Los valores de lactobacilos encontrados en los diferen
tes anilisis, vienen reflejados en las tablas n? VII y VIII Y
las figuras n2 4, 5 y 6, ‘

En dichas tablas y figuras, puede verse que el lote de
maduracién directa se diferencia significativamente de los demis,
a excepcién de los lotes C-180 y C-240. En dicho lote se obser-
va un aumento significativamente importante a los 15 dfas de ma-
duracién; (4,47 a 6,47) y de nuevo un posterior aumento a los 45

y 60 d{as-'
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SRS -
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CONSERVACION A -20°C %0 MADURACON
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACION. L
4,338 5.546  5.814  6.063  5.398 $.907  6.406
-- . MEDIAS DE NIVELES DR COMSERVACIQN & =20tC. ‘ o :
a) 6,254 4.449 4.950 5.830 S.484 S.472 $6.392 6.335 6.3548 S.464

MEDYA GENERAL. = 5,78

ANALISIS DE VARIANZA
PLYAIAC, SN, CUAD,  Gel.  MED, CLAD,
FILAS 0.,4937E 02 [ 1 0.8228€ o1
COLUMNAS 0,5888E 02 9 0.6543E O1
) INTERAC. 0,.6001% 02 . 54 0.1111E 01
=~ ERROR 0.2008E O1 70 . 0,28688-01
b). TOTAL 0.1703E 03 119 ’

TABLA VIil.- LACTOBACILOS, :
a) Diferencias significativas entre los niveles de madu-

recién y les njveles da conservecién

b) Analisia de varianza.

E

286.855nn
228.083%e
38.743 0w

a -20% C.
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El lote conservado durante 30 dfas (C-30), presenta
despuéds de la descongelacidn un valor logarftmico de lactobaci--
los significativamente mayor que el que tenfa antes de congelan
(4,47-5,64), para sufrir luego una caida y estar a lo largo de
toda la maduracidn, en valores muy por debajo del lote testigo.
Dichos resultados.coinciden con los encontrados por Peldez C.

(1.978) en quesos tipo Manchego.

En las tablas puede apreciarse que en el resto de 1los
lotes congelados, los valqres de lactobacilos se diferencian del
testigo, encontrindose por debajo de éste-en todos los casos, a
excepcidn de los lotes C-180 y C-240, en que no existen diferen-
cias significativas respecto del lote madurado directamente y

del lote C-300, cuya media supera la del lote testigo.

- Los valotres qué se encuentran de lactobacilos al terminarse
el procesc de descongelacidny indican segin.se muestra en la ta-
bla n2 VII,diferencias significativas respecto del lote antes de
congelar; para los quesos C-30, C—120,.C—150 y C-180, siendo mayo
res las cifras encontradas en el primer caso y menofes en los

tres dltimos.

El incremento de lactobacilos a lo largo de la madura-
cidn, ha sido encontrado también por otros autores, como Tourneur
C. (1.972), quien los encuentra en quesos de pasta cocida, multi
plicdndose activamente hasta el dfa 50 de la maduracidn y llegan
do a2 alcanzar valores de 9. Dicho aumento también ha sido encon
trado por Sozzi T. y col. (1.973) en queso Vacherin y Naylor J.

y col, (1.958), asf como por Kikuchi T, (1.966) en queso Camem-—~
bert. Niiez M. (1.978), observa un incremento de lactobacilos

en el interior del queso de Cabrales compreﬁdido entre 4 y 8 y
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en la superficie entre 4 y 6 y Ordéflez J.A. y col. (1.980 bh) en

el queso de Roncal entre 4 y 8.

4.3.1.3. Determinaciédn de coliformes.
Los resultados encontrados para los gérmenes colifor--

mes, estin expresados en las tablas n? IX y X y las figuras 7,

8 yo9.

En &1 lote de maduracién directa, existe una disminu--
cién importante en el nimero de coliformes, hallindose diferen--
cias significativas,entre los valores encontrados para los que-—
sos salados (5,04) y coan 15 dfas de maduracién {4,04), respecto
de los 30, 45, 60, §0 y 120. Como puede apreciarse en la tabla
n2 X , dicho lote se diferencia significativamente de todos
los dem&s, a excepcidén del lote C-60 y presenta un valor de su
media significativamente mayor, que los valores medios del resto

de los lotes congelados. R

El nimero de gérmenes encontrados en los lotes recién
descongelados, se diferencia significativamente del lote testigo
en todos los casos, a excepcidn de los lotes C-30 y C-60 (tabla

n2 IX ), observindose una disminuciédn en dichos valores.

En la tabla n2 X puede verse que existen diferen--
cias significativas en todos los niveles de maduracidn y que las
medias de dichos niveles van en constante disminucién., Dichos
resultados concuerdan con los encontrados por otros autores como
Stadhouders J. y col. (1.966), Cattaneo P. y col (1.978), Galzin
M. y col. (1.970), etc... Mansour A. y col. (1.973) no los de--
tectan en queso Roquefort, al igual que Ndilez . (1.976) y Romin
M. (1.975) en queso Manchego fabricado con leche pasterizada,
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. NDELES [E Ty MNVEESOE
CONSERVACONA -2C  \(yy MADURACON
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACION.
3.p08 2.33 - 2.115 1.553 1.272 - 1.023 0.712

MEDIAS DE NIVELES DE COFSERVACION A -201C.
2.399 1.807 2.368 1.961 1.780 1.903 1.488 1.837 1,380 1.634

MEDIA GENERAL = 1.846

ANALISIS DB VARTANZY
EQ YALMC, SUM, CUAD, Gakia MED, CUAD, £
FILAS 0.1389E 03 6 0.2314E 02 645.195a8
COLUMNAS 0.1247® 02 9 0.1385E 01 38.6208m
~  INTERAC. 0.56028 02 54 0.1037% 01 28.923we
’ ERROR © 0.25T1R OL 70 0.3587E 01

TOTAL 0.2098% 03 139

TABLA X.- GERMENES COL IFORMES.

a} Diterencias significativas entre tos niveles de madu-
racifn y los niveles de conservecién a -20® C,

b) Anélisis de varienza.
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probablemente debido a su destrucciédn por la pasterizacidn de la
leche y ausencia de posterior contaminacidén. Devoyod J.J. y col.
(1.968) sin embargo en queso Roquefort, si los encuentran, tanto
en la‘superficie como en el centro del qﬁeso, pasando de valores

préximos a 6,a valores casi nulos al comenzar la maduracién.

) Orddfiez J.A., y col. (1.980 b), observan una desapari--
cidn total de gérmenes coliformes en queso de Roncal a los tres
meses de maduracidn, al igual que Ndftez H. (1.978) en queso Ca=--
brafes,;que encuentra valores médximos de 6 en la cuajada, para
des1parécer posteriormente a los 15 dfas de maduracién.

™
4.311.4. Determinacidn de gérmenes lipolfticos.

: Los valores que se han hallado de gérmenes lipolfticos,

\
estin reflejados en las tablas n? XI y XIIvy figuras n2? 10,11y 12

{ En el lote madurado directamente, puede observarse un
incéemento de la flora lipolftica a los 15 dfas de maduracidn,
con jun valor de 5,40 , que se diferencia significativamerte del
correspondiente a' la auajada recién salida del saladero, (tabla
n? ?I ). A dicho aumento le sigue una brusca disminucién de
gérﬁenes a los 30 dfas (4,18) para manbenerse luego hasta el fi-

"nal de la maduraciédn, en valeres que en general no se diferen-—-

cian significativamente entre sf.

El lote testigo sélo se diferencia significativcomente
de los lotes C-90,. C-150, C-180, y C-360, siendo las medias de
estos lotes, superiores al control en los tres primeros casos, e

inferiores en el #ltimo, (tabla n? XIT).
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NIVELES OE oy MVELES OE
CONSERVACION A -20°C ey  MADLRACON
MEDTAS DE NIVELES DE MADURACTON. B |
$.08Z. 5282 | 40594 4573 4.359 . 4.235  1.257
. MEDIAS: DE' NIVELES DE CONSERVACION A, =208C, , _
a) 4.53L 4.680: 4.375 4.960 4.648 4.38?-, ‘5145 4..34} deddl 44243 ;

. MEDTA: GENERAL = 4.65

ANALZSTS DE VARTANZA
F, VATAC, SUM, CUAD, Gely  MED, CHAD. F
FTLAS 0.2015% 02 6 0.31598 o1 62.1720 j
COLUMMAS 0.10968 02 9 0.1217E o1 22.535mm |
INTERAC. G.2251E 02 s4 0.41638 00 7.715nm
”  eRROR " 0.3781E OT 70 0.4168E-01
b) - TOTAL 0.5740R 02 139 :

TABLA XiL- GERMENES LIPOLITICOS. .

&} Diferencias .significativas entre los niveles de madu-
racién y los niveles de conservacién a -20% C.

v} Andlisis de varianza.
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Los valores de gérmenes con accién lipolftica encontra
dos al descongelar las cuajadas, son superiores en todos los ca-
sos a los lates antes de congelar, hallindose diferencias signi-
ficativas entre dicho lote (3,60) y todos los dem4s lotes conser

vados a bajas temperaturas (tabla n¢ XI ),

Si se observa en la tabla n? XIT 1las diferencias en--
tre los niveles de maduracién, puede verse que las maduraciones
de 0 y 15 dfas se diferencian significativamente de todas las de
mis, con valores superiores a ellas (media: 5,08 para }M-0 y me-—
dia: 5,28, para M-15). Existe luego una disminucién progresiva
en el nimero de gérmenes, con diferencias significativas entre

los niveles intermedios y los niveles finales de maduracién.

Los valores extremos encontrados para el logaritmo del
gétmenes (5,55 de miximo y 2,96 de mfnimo),concuerdan con los
hallados por otros autores como Rossi J. y col. (1.974) en que--—
sos Cacciotta,(entre 4 y 2 para la flora interna y entre 6 y2 pa
ra la flora externa); Abou-Donia S.A. y col. (1.975 y 1.978) en-
cuentran dichos gérmenes en valores de 9,7 x ]_04 y 4,28 x 106 v
Mayayo M.A. y col. (1.976) en leche de oveja conservada a 5°C,

4

encuentran valores de 105-106, si la leche es cruda y de 103-10

si la leche es pasterizada

4.3.1.5. Determinacidn de gérmenes proteolfticos.
Los valores de .gérmenes proteolfiticos que henos encon-
trado en nuestro trabajo, estidn expresados en las tablas XIIL,XIV

y en las figuras n? 13, 14 y 15.

En el lote madurado directamente, se puede observar un

aumento significativamente importante de los valores logaritmi--
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60_S0 I B0 180 20 05 V4E &N
* *f ol % r * T IR I T
»* | IR ERED
w L IR 4
] = b * 45
*| b _ 50
* |+l
* o
. NMVELES [E o NVELES €
CONSERVACION A -20°C _ ¥ MADURACION
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACION. .
4.739 5.293 4.614 4.267 3.899 °  3.724 4.068

MEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION A =202C,
3.915 4.166 4.501 4.260 4.620 #5799 4.926 4.389 4.050 4.098

MEDIA GENERAL =« 4,372

AALISTS DE VARIANZA
P VAIAC, SUM, CUAD,  G,L,  MED, CUAD, 3
FILAS 0.3579E 02 6 0.5964E 01 1.798 »%
COLUMNAS 0.1414B 02 9 0.1571E 01 8.376 w=e
INTERAC, 0.3096E 02 54 0.5733E oo 3.057 »=»
ERROR 0.1313E 02 70 0.1876E 00

TOTAL 0.9401E 02 139

TABLA XIV.- GERMENES PROTEOLITICOS,

&) Difererciag significativas entre los niveles de madu-
ml&n y loe nivales de conservaclén a 20T C.

b} Andlisis de varianza.
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cos de gérmenes proteolfticos a los 135 dfas de macduracidan (2,95
a 5,46). Dichos valores tienden luego a descender a lo largo
del proceso, para encontrarse al final de éste sin diferencias
significativas respecto del inicial, (2,82 a los 90 dfas y 2,86
a los 120 dfas).

El lote testigo, posee una media para toda su madura--—
cidn, inferior a las medias de los lotes coungelados, si bien di-
cho lote sdlo se diferencia significativamente de los lotes C-60
c-120, C-150 y C-180, (tabla n2 XIV),

Los resultados encontrados para los recuentos de gérme
nes proteolfticos al realizar la descongelacién de las cuajadas,
muestran que no hay diferencias significativas entre estos lotes

y los analizados antes de congelar en ningidn caso, (tabla n? {III),

Por otra parte, si se observan los resultados de la ta
bla n? XIV , puede verse que existe un aumento en 1la maduracién
a los 15 dfas, seguido de una tendencia a la disminucién de gér-
menes durante el resto del proceso, hahiendo diferencias signifi
cativas apreciaﬁxes, entre los controles realizados al principio

de la maduracién (0-15 y 30 dfas), respecto de los dltimos.

Los valores de gérmenes proteolfticos encontrados en
nuestra experiencia, coinciden con los hallados por otros auto--
res, como Abou-Donia S.A. (1.975 y 1.978) y Rossi J. y col.
(1.974).

4,3.2. Andlisis bioquimicos.
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4.3.2.1. Valores relacionados con la humedad.

4.3.2.1.1., Determinacién de la humedad por desecacidn.
Los resultados obtenidos se encuentran reflejados en

las tablas n? XV y XVI.

En la tabla n? xvI , puede observarse que el inico
lote que se diferencid de los deméds es el lote testigo, ya que
éste presenta diferencias significativas con el lote C-90, C-120
C-150, C-180 y C-300. Como puede verse en dicha tabla; las med-
dias de todos los lotes congelados, son superiores a la del tes-
tigo, si bien no se diferencian significativamente de éste, para
tiempos muy cortos de conservacidn (C-30 y C-60) o para tiempos

muy grandes (C-240 y C=360).

Como se ve en la tabla n? XV , en general no se eu-
cuentran diferencias significativas respecto de la pérdida de hu
medad, entre los lotes antes de congelar y al efectuar la descon
gelacién, a excepcién de los lotes C-30, C-60 y C-130, si bien
en los dos primeros casos, dichas diferencias, pueden ser atribuf
bles a pérdidas originadas durante la descongelaci&n y manipula-
cién hasta el anflisis de los quesos, ya que globalmente dichos
quesos a lo largo de la maduracidén,presentan pérdidas de humedad
ligeramente menores que el testigo, sin diferenciarse significa-

tivamente de &1 (35,90 y 35,66, frente a 34,24). .

Puede observarse también una pérdida progresiva de hu-
medad en todos los lotes a-lo largo de la maduracién,ra que eris
ten diferencias significativos para dichos niveles en todos los

controles efectuados a lo largo de ella, (tabla n2XIVI).
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MEDIAS DE FIVELES DE CONSERVACION A <208C,

34.243 35,900 35.665 36.753 36.654 16.613

25.316 .

F. VAIAC

FTLAS
COLUMNAS
INTERAC,
ERROR
TOTAL

" MEDIA GERERAL = 35,950

ANALISIS DE VARIANZA

SIM, CUAD:  Guka

0.1179E 04 6
0.7869E 02 9
0.2834E 03 54
0.1307€ 03 70
0.1672B 04 139

TABLA XVI.- HUMEDAD.

. MED, CUAD,
0.1965E 03
0.37432 01
0.5248E 01
0.18678 o1

F__~

105.240%%
4.683me
2.8114w

0 20 &0 180 20 _ B .45 6 020
o] w] %l * * T wl el fn]anln
' EIESEREY'
x] x| w] %
) w x|
V20 *
b0 .
—f&0
NIVELES DE 10 NIVELES DE
CONSERVACION A -20°C %0 MADURACION
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACIDX. .
40.808 - 28,401 - 37.371  35.655  33.987 '+ 13.344  31.989

16.431 35.526 136.376

3) Difersnclas significativas entre los niveles de madu-
racién y los niveles de conservacion a -20%C.
b) Andlisis de varianza.
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Los valores de humedad encontrados por otros autores
en diversos tipos de quesos, oscilan entre el 60% y 307 para cl
queso de Cabrales, hallado por Nifez M. (1.978); 557-44% por Or-
déitez J.A. y col. (1.980 b) en queso de Roncal; alrededor del
$5%, encontrado por Marcos A. y col. (1.976 b) en quesos de los

Pedroches, etc...

Los valores encontrados por nosotros en este trabajo
(entre 30,37% y 42,19%), son anflogos a los encontrados en que--
sos Manchegos por otros investigadores: Mart{inez Moreno J.L.
(1.976) y Niftez M. (1.976), entre 40% ¥ 50%; Romén 1. (1.97535),
entre 30y 40% en quesos parafinados y entre 20-30% en quesos no

parafinados.

4.3.2.1,2, Determinacién de la actividad de agua.
Los resultados hallados estédn en las tablas n? IVIT

En el lote testigo, puede observarse un descenso en
la actividad del agua a lo largo de la maduracidn, pasando de un
valor inicial de 0,990 a un valor a los 170 dfas de 0,955. Di--
cho descensé, puede verse también de modo global en los lotes
congelados. En la tabla n? AVIIT donde se dan las medias para
los diferentes niveles de maduracién se comprueba que ésta en ge
neral, produce un descenso en los niveles de actividad de agua,
siendo &ste muy rdpido al principio, (el nivel -0 se diferencia
estad{sticamente de todos los demfs con una media de 0,93), para
luego estabilizarse a los 15, 30 y 45 dfas de maduracidn (0,969),
y proseguir su disminucién hasta el final, quedando con valores

inferiores al comienzo (0,960; 0,957; 0,949).
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T .!7&_12__@ 24 -1 & N N1
*fwprlal k] ein]xinir ® |k | ®| B]| x| *
» " I P Y FIEAE
- el LI ERE
slxlwe|w|e]» wiw| =
* | w|w]|*py *
#lnlw tb »*
E ]
»* | .
. NIVELES [E . NIVELES DE
CONSERVACION A -20°C ¥ MADURACION
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACION. .
~ 6.93%0 0.969 0.969 0.969 0.960 0.957 0.949
MEDIAS DE NIVELES DE COFSERVACION, -
- a) 0.96% 0.970 0.972 0.979 0.974 0.972 0.957 0,958 0.957 0.943
MEDIA GENERAL = 0,945
ANALISTS DE VARIAKZA
F. VATAC. Smi, cuad, G.L, MED, CUAD, 4
FILAS 0.1784E~01 6 o.zuis-oz 213.804e»
COLUMNAS 0.15405-01 9 0.1711E5-07 170.604ne
INTERAC. 0.381 5E-01 54 0.7064E~03 70.451ew
"~ BRROR 0.7019E-03 70 0.1003E-04

b) TOTAL 0.67118-01 139

TABLA XVIl{.~ ACTIVIDAD DE AGUA.

a) Oifsrencilas significativas entre los niveies de madu-
reclén y ljoa niveles de conwervacibn s -20°C.

b) Andiisia de varianza.
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En esta misma tabla también se observa, que los lo-

tes con menor tiempo de conservacién (CG-30, C-60, C-90, C-120 y
C-150), presentan unos valores de actividad de agua superiores al -
testigo, mientras que aquellos que estuvieron m4s tiempo en las
cémaras (C—iSO, C-240, C-300, C-360), presentan unos valores in
feriores a éste, ‘ A

- Los valores de actividad de agua que se obtienen en
este trabajo, son muy similares a los obtenidos en queso Manche~
go por Marcos A, y col. (1.979). Dicho autor, analizando quince
muestras de quesos Mahchegos maduros, obtienen un valor medio de
actividad de agua de 0,95 ¥ 0,02, oscilando ésta para las dife--
rentes muestras entre 0,99 y 0,92; estos valores de actividad de
agua se corresponden con unos valores de humedad en porcentaje
de 78,63~37,90%, resultados que concuerdan con los obtenidos por

nosotros en este trabajo.

Esteban M.A. y col. (1.979), estudian la actividad
de agua de diversos quesos espafioles, encantrando que los quesos
frescos y poco madurados poseen valores muy altos de acﬁividad
de agua (0,99; 0,98), mientras due aquellos como el Cabrales, al
tamente hidrolizado por las enzimas fingicas, poseen un valor de
actividad de agua bastante bajo (0,36), debido a la concentra---
cién de los productos de hidrédlisis, que reducen la presidn de

vapor de agua. La actividad de agua de las restantes
muestras de quesos espafioles analizadas, oscilaba entre 0,91 y
0,98, La actividad de agua media encontrada por Marcos A. y col
(1.976 b)een el anilisis de 16 quesos de los Pedroches ds de
0,90,con oscilaciones entre 0,39 de mfnima y 0,97 de mixima. Di

chos quesos tenfan un estado de maduracién de dos a tres meses,
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4.3.2.2. Valores relaclonados con la acidez.

4.3.2.2.1. Determinacién de pH.
Los valores que se han obtenido para el pH estén re-

flejados en las tablas n? XIX y XI,

De la tabla n? III y de la tabhla n? ;{ puede dedu-
cirse una disminucidn brusca del pH, que pasa de 5,99 en las cua
jadas prensadas, a3 un valor medio de 5,94, al comenzar la madura
cidn. A continuaciédn puede observarse una elevacidn del piH, pra
bablemente como consecuencia del consumo de 4cido 1l4ctico por
parte de los microorganismos.Dicha disminucién inicial del pH,
con el consiguiente aumento posterior a los quince dfas,es obser

vada también por Nifiez M. (1.978) en queso de Cabrales.

En nuestro trabajo, la disminucién del pH ai comien-
zo del proceso es extraordinariamente répida, debido a la muy
pronta desaparicién de la lactosa, que no ha podido ser encontra
da, ni en las cuajadas saladas, ni en los quesos analizados.. Ji
ménez S, (1.978) sin embargo observa, una disminucidu mucho mis
lenta, justificable por la permanencia de la lactosa en gl queso

hasta el final de la maduracién.

Puede observarse también unos valores de pH superio-
res en el caso de los lotes congelados, coincidentes con unos me

nores valores de acidez para estos lotes.

4.3.2.2.2. Determinacién de acidez.
.Los resultados para la acidez vienen expresados en

las tablas n? (XTI y XXII.
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&2l % I ZE IR .
alalw]a|w]e]a
el |w|e]l | 5
ot Sl Bl B . 60
E SR AR #b
»| wiam
. NIVELES OE . NIVELES DE
CONSERVACION A -20°C o) MADURACION
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACION. .
5.943 6.048 6.106 6.099 6.104  6.053 6.052
 MEDIAS DE NIVELE3 DE CONSERVACION A -202C.
a) £.006 4,181 4.123 6.093 6.038 6.036 6.169 5.944 S$.955 6/.018
MEDIA GENERAL = .6.058
ANALISTS DE VARTANZA®
F,_ VATAC, SUM, CUAD, Gyl MED, CUAD, F
FILAS 0.3906E 00 6 0.6510E-01 194.444 » >
COLUMFAS 0.7773E 00 9 0.8637E-01 257.063 &%
~ INTERAC. 0.1301E 01 54 0,2409€~01 71.944 = »
‘= ERROR 0,.2344E-01 70 0.3348E-03
b) . TOTAL 0.2492E 01 139 -

TABLA XX,- pH.

a)l Diferencias significativas entre los niveles de madu—
racién y los niveles de conservacion a -200C.

b) Andlisis de varianza. :
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Durante el perfodo de maduracidén del lote testigo,
se puede observar que los valores de la acidez tienden a aumen--
tar, bastaute deprisa al principio, (0,35 a 0,40 y a 0,44), para
luego estabilizarse hasta el final, en que ya no pueden apreciai

se en general,grandes diferencias significativas, {tabla n? XXI)

‘E1l lote testigo presenta diferencias significativas
con el resto de los lotes, a excepcién del C-180, (tabla n2XXII),
y la media de dicho lote a lo largo de la maduracién,supera las

medias del resto de los lotes conservados a bajas temperaturas.

No hemos encontrado diferencias significativas entre
los lotes antes de congelar, e inmediatamente después de la con-

gelacidn.

Durante la maduracidn de los lotes congelado&, puede
observarse en la tabla n? XXI que de una formd global; los valo-
res para la acidez aumentan a lo largo de ella, si bien este au-
mento es m&s lento al principio de 1la maduraci&n, respecto de es

te mismo perfodo en el lote testigo.

Las medias en los niveles de maduracidn tienden a au
mentar y ésto ha sido obser;vado también por otros autores como:
Manolkidis C. y col. (1.970 a,b) en queso Telemé; Lee J.Y. (1974)
en queso Cheddar; Sozzi T. y col. (1.972) en queso Vacherin y Ro
mén M. (1.975), en queso Manchego. Todos estos autores observan
en general un aumento de la acidez, coincidente con la disminu--
cién del pH, seguido de una cafda para estabilizarse posterior--
mente., En nuestro trabajo, este descenso posterior no es obser-

vado ni en el lote testigo ni en los congelados,
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L2 60 0 120 B0 10 240 -1 0 0 20
o f ok |k | * * x| *lr el k| x| xl,y
* | x| = . \ FEEREIES
* .| *m w %] *];
* * *lm * | x| %
T ol Ak
o] [*l*lmp .
*|o®|
»| .
CONSERVACION A -20°C : e MADURACION
L] . .
MEDIAS DE NIVELES DE MADURACIOK. o _
0.374° 0.374 . 0.384 0.394 0.411 . 0.438 0.454
| MEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION: A coic. g
a) 0.444 0,336 0.390 0.417 0.401 0.408 ©.438 0.403 0.386 0.371
MEDIA GENERAL = Q.404
o ANALISTS DE VARTANZA
F. VAIAC, stM. CUADs: G.L. MED, CUAD. 4
FILAS 0.1194E 00 3 0.1991B-01 81.556mm
COLUMNAS 0.6796B-01 9 0.7551E8-02 31.695ew
INTERAC. 0.6915E-0L - 54 0.1281E-02 5.375me
- * ERROR 0.16688-01 70 0.23838-03,
b) . TOTAL .0.2732E-00 139

TABLA O(11,- ACIDEZ.
a) Diferencias llgn"le-tlm entre los ﬂlvcl-. da madu-
raclén y los niveles de conservacién a -20%C.
- B) Anfilisis de varianza.
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4.3.2.3. Modificaciones de las protefnas.

4.3.2.3.1. Protefna total,

En la tabla n? Xyrv se observa que no existe interac
cidn entre los dos factores en estudio, respecto de la protefna
total. La maduracién actda independientemente de la congelacién
y el efecto sobre dicha variable de cada uno de ellos, es inde--

pendiente del otro.

Los valores, tanto de Protefna total, como de Protef
na soluble en ClNa al 5% se dan en N x 6,38, considerdndose que

la mayor parte del nitrégeno esti en forma de proteina.

De la tabla n? xxyv , se desprende que no existen di
‘ferencias significativas para ninguno de los lotes congelados,
ni entre sf,ni con el testigo. Igualmente puede verse que exis-—
te un ligero aumento de los valores de protefna total para las
medias de los niveles de maduraciédn, si bien este aumento es muy
pegueilo & s8lo llega a ser significativo a los 120 dfas, Dicho
aumento es 1l8gico, dada la pérdida de humedad de los quesos a lo
largo de la maduracién y ha sido encontrado por otros muchos au
tores: Park J.S. y col. (1.978) y Phelan J.A. y col. (1.973), en
quesos Cheddar; Jiménez S. (1.978) en queso Manchego, etc...
Tampoco se observan en dichas tablas diferencias significativas
entre -los resultados hallados para las cuajadas, recién desconge

ladas y antes de congelar.

Richards E. (1.967), no observa en quesos Cheddar va
riaciones significativas en el contenido de protefna total, cuan
do congela quesos maduros durante diferentes tiempos; sin embar-

go Jiménez S, (1.978), establece un ligero aumento para dicho
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T 060 0 DS IB0XNI0I 0 B 1 4& q 420
T . ® | #® »*’
- -
50 »
E 4 #45.,
19)
=
. NDELES CE NIVELES OE
CONSERVACION A--0°C g MADURACON

MEDIAS DE NIVELES DB MADURACION.

19.128 "0.287 - 10,237 ’ 19.313 71.6600 -~ 20.921 27,346

MEDIAS DE YIVELES DE CONSERVACION A, c30C.
20.311 "0.07L 20.674 19.935 21.169 20.47T 20.279 20.686

0,317 21,971

MEDIA GENERAL = 20,628

F, VAIAC,
FILAS
COLUMNAS
INTERAC.
ERROR
TOTAL

ANALISIS DR VARIANZA

SUM. CUAD, G.L, MED, CUAD. F_
0.14568 03 A <2427 02 9,544
0.4349% 02 9 0.4832E 0% 1.66)
0.2097% 03 | 54 0.3884R OL 1.335
0.20368 03 70 0.2908E 01

0.60248.03 139

TABLA XXI1V.~ PROTEINA TOTAL.

#) Diferencias significativas entre 1os niveles de medu-
raciiw y low niveles de consarvacion a -209C.

b) Andtlisis de varianzes.

- e e
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contenido a lo largo de los tiempos de conservacidn,

4.3.2.3.2.Prote£na soluble en cloruro sédico al 5%,

Los valores encontrados para este fndice vienen expre-
sados en las tablas n2 XXV y XXVI, Los‘porcentéjes hallados pa-
ra la cantidad de protefna soluble/protefna total se expresan en

las tablas n? XXVIX y XXVIIT y en las figuras n¢ 16, 17 'y 13.

En el lote madurado directamente, puede observarse una
tendencia al aumento en el fndice protefna soluble/protefna total,
si bien este aumento no es significativo hasta los noventa diaé

de maduracién, en que se alcanza un valor de 29,147

El lote testigo se diferencia significativamente sélo
de los lotes C-30, C-90, C-150, C-180 y C-360, aunque todos los
lotes congelados presentan una media superior a la de éste, a ex
cepcidn del C-360,cuya media de maduracidn estd por debajo del

testigo.

A pesar de que todos los lotes congelados (excepto el
C-360), tengan globalmente un valor de Protefna soluble/protefna
total superior al del testigo, la transformacién de dicha protef
na a lo largo de la maduraciédn en estos lotes es extraordinaria-
mente lenta, como se deduce de la tabla n2 XXVII en la que se
puede apreciar que a partir de los 60 dfas de conservacidn, to--
dos los lotes conservados durante més.tiempo, no presentan pric-
ticamente diferencias a lo largo de la maduracidn para cada uno

de ellos.

Coppens R. (1.968) en congelacidn de cuajadas de tipo

Camembert, observa que en almacenamientos a -15°C, 1la protedli—~
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e
Y :
_ NIVELES [E < NIVELES OE
CONSERVACION A -20°C. 5 MADURACION
MEDTAS DE NIVELES DE MADURACION. e
3.898 4.153 " . 4.65% d.517 5.163 . S.446 $.683
HEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION A -202C.
4.148 4.990. 4.936 5.403 4.327 5.359 §5.495 4.811% 4.341 3.603
MEDTA GENERAL = 4.791
' ANALTSIS DE VARTANZA '
F, VAIAC, SuM, CUAD, G.l, MED, CUAD, —F
FILAS 0.52088 02 6 0.3830E 0oL 35.318 &
COLUMNAS 0.45972 0z 9 0.51078 o1 20.718 #»
_ INTERAC. 0.5548E 0% . 58 q.10278 o1 4,168 #m
* ERROR 0.1726E 02 70 G.2465E 00
TOTAL

..J 37-

0.1717E 03

139

TABLA XXV}.~ PROTEINA SOLUBLE, :
a) Diferencias significativas entre los niveles de madu-
racién y los niveles de conmervecién a -209C, ’
b) Anétivis de varianza,
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, NIVELES DE . NIVELES OE
CONSERVACION. A. -20°C Jug - MADURACON

MEDIAS DE' WIVELES DE MADURACION. )

20,437 2L.IST . 27847 23.017  23.008 |, 36,184 25.526

“ MEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION A =20%C.

16.746 75.036 23.158 27.014 22.643 26.01L 27.091L 23.470

a) 11.379 16.506

MEDIA GENERAL. == 23.30S§

AMALISIS DE VARIANZA
E, VATAC, SUM,. CUAD, Gelo MEDy CUAD,
FILAS 0.5394E 03 & 0.89908 02
COLMMNAS 0.13358. 04 9 0.1484E 03
~ INTERAC. 0.I137R 04 .. 54 0.21058 02
_ ERROR 0.51788 OF 70 0.73968 oY
b) TOTAL 0.35292°04 139

TABLA XXVITl.~ RELACION P, SOLUBLE/P. TOTAL.

F

12,154
20,060
2.546nm

a) mfminsislgﬂl"e-tlvn- entre los niveles de maduy—

racién y los niveles ce conservaclon a -200C.
. b) Anditsis de: vartunza.
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sis no sigue su curso norﬁal,y Ottogalli G. y col. (1.973) en

queso Gorgonzola llegan a la conclusidn de que cuando las técni-
cas de congelacidn,se aplican a quesos en estadfos cortos de ma-
duracién, €stos presentan niveles de proteolisis superiores a lo

mprmal, (mayores niveles de N soluble y amino4cidos).

No se observan tampoco diferencias significativas para
el fndice estudiado, entre las cuajadas antes de congelar y des-
pués de congeladas, si bien los valorés ligeramente superiores
en el caso de los lotes conservados a bajas temperaturas, indica
rian un cierto grado de proteolisis por el cuajo, durante el pe-
rfodo de conservacién. Estos resultados coinciden con los encon
trados por Jiménez S. (1.978), asf como el hecho de que las cua-
Jadas congeladas durante 360 dfas presenten valores de protefna
soluble/protefna total,inferiores al resto de los lotes y al tes
tiggf*

La degradacién proteica a lo largo de la maduracidn
global de todos los lotes, mucho mis lenta en los congelados que
en el testigo, queda expresada por el aumento de las medias en
los niveles de maduracién (tabla n2IXVIII), observéndose diferen
cias significativas entre los primeros dfas de maduracidn y los

dltimos.

Dicho aumento en los niveles de proteina soluble/protg
fna total ha sido demostrado también por otros investigadores,
como: Park J.L. y col., (1.975 y 1.978) y Lee J.Y. (1.974) en que
so Cheddar; Lim J.W. y col. (1,979) en queso Edam; Manolkidis C.
y col. (1.970 a y b) en queso Telemé; Fernidndez Salguero J. y
col, (1.977) en quesos de los Pedroches; Ogdéiiez J.\. y col.
{1.980 b) en queso Roncal; Ordéilez J.A. y col. (1.3277 a) en que-



~141-
so Ulloa y Burgos J. y col. (1.971) en queso Ulloa.

Los valores obtenidos por nosotros para el fndice pro-
téfna soluble/protefna total, son similares a los obtenidos por
otros autores en gqueso Manchego: Marcos A, y col. (1.976 ¢); Or-
défiez J.A, y col. (1.978 a y b); Ramos M, y col. (1.976)y mien—-
tras que los obtenidos por Rom&n M. y col. (1.975), para este

mismo queso son algo inferiores,

4.3.2.3.3. Determinacidn de la degradacidn casefnica: relacién

s

Los electroforegramas casefnicos y sus correspondien

tes perfiles dénsitométricos, aparecen en las figuras n? 23-32,

Los valores obtenidos en porcentaje, como medida de
las 4reas delimitadas por el perfil densitométrico, para las ds~
caseinas,,’-caseinas y pre ds-caseinas, se expresan en la tabla
n? wxIX . En dicha tabla, quedan también reflejadas las rela
- ciones F'/“’ que expresan la degradacién caséfnica y sus corres—

pondientes significaciones estadf{sticas, obtenidas mediante el
‘anélisis de varianza, En la tabla n? I se expresan las dife-—
rencias significativas existentes entre los diferentes niveles

de maduracién y congelacién.

De dichas tablas y figuras se desprende que en el 1lo
te testigo, existe un aumento en la relacién /9 /ds , que se da
lentamente a lo largo de la maduracién. Dicho aumento se debe a
la degradacién progresiva de las casefnas « ¥ principalmente de
1la fracci6n¢xsl, la cual aparece en la cuaj:da w no vuelve a apa

recer a lo largo de todo el proceso. fsto da- como resultado 1la
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L 00 0 E c B 30456 KRy
x| x] x| * *| x|y NS ¥ | %] *|*f»]|=
* k] * } % * _.\:u-_m e ) g | ok
* | x| % * 50 * | % | % {w
| * * x| *x s
* | x * Il )
* EIES %«
* | * b
, =~ s
NIVELES OE " NIVELES DE
CONSERVACION A ~20°C 50 MADURACION
MEDTAS DE NYVELES DE MADURACTON.
1.028 1.202 . 1.330 1,502 . 1.825 ° 2.x22 3.073

MEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION A -208C. .
1.873 1.701 1.534 1.540 1.680 2,136 1.957 1.703 1.661 1.466

MEDIA GENERAL = 1.726 )
ANALISIS DE YARTANZA

£, YAZAC, SUM, CUAD, Goly MED, CUAD, L
FILAS 0.5900B 02 & 0.9333E o1 1163.042%%
CoLTMNAS 0.$442E OL 9 0.6046E 00 71.513 s
INTERAC. 0.1698E 02 s4 0.3145£ 00 37.196we
ERROR 0.59182 00 70 0.B454E-02
TOTAL 0.8701F 02 139

TABLA XXX.- RELAGION

a) Diferencias significativas sntre los niveles de madu-
racibn y los niveles de conservecién a -20%C.

b) Andilisia de vartanza.
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aparicién de tres 4 cuatro bandas de mayor movilidad electroforé
tica y menor plM que las caseinas ds en una regién situada delan-

te de éstas, denominada regidn pre a(s.

No existe degradacidn aparente de la f - caseina,v en
ninguno de los lotes a lo largo de la maduracién, ya que no pue-

den detectarse bandas en 1la regién post—f .

La degradacidn casefnica tal como aparecid en los
electroforegramas, queda expresada por las distintas intensida——
des de tincién dibujadas en los esquemas, que représentan di

chas bandas en el acetato de celulosa.

Cuando se observan los electroforegramas; y sus co--
rrespondientes perfiles densitométricos er los lotes congelados,
asf como las medias obtenidas a lo largo de 1a madiracién de la
relacidn F/ds para dichos lotes, en la tabla n2, X puede ver
.se que dichas medias son inferiores a la media obtenida para el

lote testigo, excepto en el caso de los lotes C-150 y C-180.

Al observar dichos valores en la tabla n? i se ve
‘"que el lote C-30ysi bien se diferencia significativamente del
testigo con una media menor, no presenta demgsiadas diferencias
en los electm;foregramas a lo largo de la maduracién con una de-

gradacién de la casefna o o1’ desde el principio del proceso (de

saparece a los 30 dfas); ap:ricién de las bandas pre v:(8 ya en es
te momento y una degradacién mis profunda de la fraceidn casefini
ca o _ a los 120 dfas de maduracidn, en que la relacién 'B/e(;

aumenta de 1,85 a 4,12. En dicho momento, las fracciones pre &

aparecen también muy degradadas.
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Si se aumenta el tiempo de conservacién, puede obser
varse una tendencia a la desaparicién mis tardfa de la banda o
respecto del lote testigo y el congelado de treinta dfas (C-30).
En el lote C=60, a pesar de existir diferencias significativas
en el aumento de la relacién P//ug, a partir de los 30 dfas no
se han podido detectar m4s que trazas en la regién pre o5 apa
reciendo dnicamente bandas en dicha regién, a los 120 dfas de md

duraciédn en que el aumento de la relacién P‘/ug es de 1,60 a 2,16,

Los lotes C-90, C-120, poseem Unos perfiles densito-
métricos medidos a lo largo de la maduraciédn, muy similares, con
una media de la degradacidn casefnica,a lo largo de este proceso

inferior a 1la del lote testigo.

Hemos obtenido, sin embargo, para los lotes C-150 y
C-180, una degradacién>de la fraccién o5 , comparativamente ma-—
yor, respecto del testigo. Estos lotes, que presentan medias de
maduracién, superiores a dicho lote, sufren una degradacidn de
1a casefna, desde el principio (30 y 15 dfas respectivamente),
si bien no pueden detectarse bandas medibles en la rezidén pre o
hasta los 60 y 90 dfas, La degradacidmn obtenida al final, es
comparativamente mayor que en el caso del lote testigo (3,40 y
3,90 frente a 2,30), siendo diferente significativamente de &1,
en el caso del lote C-180.

El aumento en el tiempo de conservacidn C-240, C-300
y C-360 produce ya sin embargo, una disminucién de la caseinoli-
sis, en relacldn con el lote testigo, estando las medias a lo
largo de la maduracién,por debajo de &ste y observindose de las
figuras 30, 31 y 32 y de las tablas, que  la degradacién apa--
rente, si bien empieza a ocurrir a los 45 dfas (lotes 240 y 360)
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no se hace muy patente, con aparicién de bandas de degradacién

en la regién pre-ds hasta los 90 y 120 dfas,

De la tabla n? (X se deduce que la proteolisis de la
casefna, aumenta durante la maduracién en general, apareciendo
las medias para cada uno de los niveles de maduracién, en orden

creciente desde el principio hasta el final de este proceso.

Al comenzar la maduracién, la P casefna y o s casefna,
se encuentran en proporciones aproximadamente iguales. Esto
coincide con los resultados de Ferndndez Salguero.J. (1.975). El
hecho de que a lo largo de la maduracién, la ,2 casef{na sea mis
resistente a la hidrdlisis que la « o’ ha sido observado también
en variedades duras y semiduras de pH bajo, por Lindquist B, ¥
col. (1.957); en quesos suizos, Brick y Cheddar por Ledford, R.A
y col. (1.968); en el queso Gouda por Creamer L.X. (1.970);
Visser, F.M.W. y col, (1.977); Shindo K. y col. {1.976) y.en qud
so Cheddar por Edwards J.L. y col, (1.969), Fox P.F. (1.969),
O'Xeefe R.3. y col. (1.976 b)Park, J.L. y col. (1.975). En el
queso Tilsitt por Klepacka M. {(1.978). En quesos espaifioles: Ra-
mos M. y col. (1.976),no observan en la maduracién del queso lan
chego, ninguna degradacién aparente de la f ~casefna, incluso
hasta el décimo mes, cuando los quesos se fabrican exclusivamen-
te con leche de oveja, mientras que en los de vaca, la ~casef-
nal comienza a degradarse a partir del 42 mes. A los mismos re~
sultados llega Marcos, A. } col, (1,976 d). Ordditez J.A. y col.
(1.978 a) en quesos lanchegos almacenados en aceite de oliva, en
cuentran que la digestién de la o s-case:tna progresa hasta redu-
cirse al 80% al finalizar la maduracidén; sin embargo el 90% de
la P—case:[na permanece intacta al final del proceso. Después

de 3 & 4 meses, las casefnas pre-ds constituyen el 207 de 1la
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casefna total. Estaos resultados coilnciden con los encontrados
en este trabajo, ya que dichas proporciones son halladas en mu~-~

chos lotes a los 120 dfas de maduracién.

4.3.2.4., Determinacidn de grasa .
Los resultados se encuentran reflejados en las tablas

n® XXXI y XXXII.

En dichas tablas puede verse que no existen diferen---
cias significativas importantes para ninguno de los lotes, a ex-
cepci&n del lote C-300, que se diferencia significativamente de
todos los demds. No hay diferencias a lo largo de la maduracién,

entre el lote madurado directamente y los lotes congelados.

Si se observan en la tabla n? {IXI , las medias para
los diferentes niveles de maduracién, puede verse que existe un
aumento de las mismas a lo largo de este proceso, y que este au-

mento varfa significativamente de unos dfas de maduracién a otros.

La evolucidn creciente en los valores encontrados para
la grasa a lo largo de la maduracidn, es normal, dada la progre=
siva pérdida de humedad dél queso y estd de acuerdo con las expe
riencias realizadas por otros autores. Dichos valores esté4n den
tro de los limites encontrados para estos tipos de queso®: Com—-—
pairé C., y col. (1.979) y para otros, como el queso Télemé, en
donde Manolkidis C. y col. (1.970 a ¥ b) encuentran un aumento
de ia materia grasa, a lo largo de la maduracién. Lo miémo en-—

cuentran Kim Y.K, y col. (1.975),en la maduracidn del queso Brick

4.3.2.5. Contenido en 4cidos grasos.

Los valores obtenidos en el andlisis del contenido de
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E 0 &0 0 2050 180 2030 a5 & 0120
. - T * I
* . » LR RE
2| a | w | %
"» ] 0 NN~
» hm ' x| %
| by '
Al Bl ;0
i
CONSERVACION A ~20°C : y MADURACION
NEDIAS DE NIVELES DE MADURACTON. o
27.202 3. 509 33.334 315.246 . 36.817 T.678

. 34.029

MEDIAS DE SWEFEES DE CONSERVACION A —2prc,

13.767 33.836 34.792 34.795 34.165 33.942

5_). 32.105 ‘33.136'

MEDTA GENERAL = 33.905

FILAS
COLUMNAS
INTERAC,
ERRDR
b) TOTAL

.

" ABALISYS DE YVARTAN
Ex VAIAC.  SUM, CUAD, Guka MED,CUAD,, I

0.1423E 04
0.7844E 02
0.4758% 03
0.61942 02
0.7039E 04

6
9
54

]
130

TABLA XXX!1.~ GRASA,

0.2371E 03 268.015en
0.8715E OL 9.350 mm
0.8811E O1 9.958 *
0.88488 00

34.601 J4.412

s| Diferencias significativas sntre fos niveles de madu-

ractén y los niveles de conservacion a -20°C.

b) Andlisis de vertanzs.

et e e e
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4cidos grasos libres en cada una de las muestras analizadas se

expresan en las tablas XXXIITI y XIXIV y figuras 19, 20 y 21

En el lote madurado directamente, se observa un aumen-
to de dicho contenido a lo largo de la maduracidén, si bien este
incremento es muy escaso (0,45 a 0,52), sin apenas diferencias
significativas em cada uno de los valores obtenidos a lo largo

de la maduracién (tabla X3IXIII).

El lote testigo se diferencia significativamente de ca
si todos los deﬁ5s, {(a excepcién del C~30; C-300 y C-360).

Los lotes congelados presentan medias superiores al lo
te testigo y s;gnificativam;nte superiores en el caso del C~90,

c-120, C-150 y C-180,

Yo existen diferencias significativas entre las cuaja-
das antes de congelar y recién descongeladas, lo que indica que

no ha habido.précticamente lipolisis en este perfodo.

Cuando se obsgrvan las medias obtenidas para los dig--
tintos niveles de maduracién, puede verse que existe un aumento
progresivo de dichas mediaa, siendo este aumento mis significati
vo a partir de los 30 dfas de maduracién y hasta el final. -Aho-
ra bien, el contenido en 4cidos grasos libres en nuestra experien
cia, alcanza valores muy bajos y su aumento a lo largo de la ma-
duraci&n,'no es tampoco muy graqde. Las medias obtenidas para
cada uno de los niveles de maduracién (tabla n2 XXJXIV ), aumentan
relativamente poco (0,416-0,336), incluso en aquellos lotes con-
gelados que mds se diferencian del testigo (C-90, C-120, C-150 y

C-180). El grado de estas transformaciones en nuestra experien-
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T 0 & 180 _ g5 145 8 m_mb
N ERENENENE r w ) x| x] el *
AR EEIRE R T IE N EAER]
2| %! x| >l 2 * LRI B R
| x| %] x| x| = *| ] %
* | % *| xhn *| * o
B ERE *b‘ *
x| on
oy o POV
NIVELES D& NIVELES OE
CONSERVACION A. -20°C 2 MADURACION
0.416 0.457 0,482 0.564 0.658 ~ 0.730 0.836
MEDIAS DE NIVELES DE CONSERVACION A =204C. o
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cia es relativamente pequefio y €sto concuerda con los estudios

de Rom4n M. (1.975), quien observa en queso Manchego, un aumento
en el fndice 4cido de la materia grasa de 0,6 a 1,4,a los 90 dfas
de maduracién, Jiménez S. (1.978), que encuentra un contenido

de 4cidos grasos libres superior al obbenido por nosotros (1,15--
31,79 a los 100 dfas), concluye también que el grado de lipolisis

en este queso es bastante bajo.

4.3.2.6. Determinacién de la dureza.

Los resultados se expresan en las tablas IV y U0

En el lote testigo se constata un aumento progresivo
de la dureza a lo largo de la maduracién (0,73-1,10), aumento
sin embargo, no significativo hasta los 90 dfas (1,18),Jimé-—
nez S. y col. (1.979) en queso tipo Manchego, encuentranun valor
de 1,10 a los tres meses de maduracidn.

No se observan diferencias significativas apreciables
en cuanto a la dureza, entre los lotes antes de congelar y des--
pués de descongelar, a excepcidn de los lotes C-90 y C-120 que
presentan valores superiores al descongelar las cuajadas, Estos
resultados son también coincidentes con los encontrados por Jimé
nez S. y col., (1.979), ya que en quesos congelados durante un
mes a -209C, observan un ligero aumento de la dureza, durante el

perfodo de conservacién.

No existen sin embargo diferencias significativas muy
importantes entre el lote testigo y los lotes congelados, a ex--—
cepcidn del lote C~360 que se diferencia de todos con un valor
muy superior, y del C-90 con un valor inferior (tabla XXXVI).

Todos los demis lotes conservados a baja temperatura, presentan

[

- e e e
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una media inferior a la del lote testigo, si bien no llegan a di
ferenciarse de €1, La dureza en estos lotes, respecto del testi
go, aunque es menor, no es en general, tendente a disminuir; ya
que las medias encontradas para los diferentes niveles de madura
cién aumentan, alcanzando un miximo a los 90 dfas., Jiménez S. y
col. (1L.979) sin embargo, concluyen que los quesos congelados y
conservados durante un mes, tienen una dureza menor, ya qnelésta
tiende a disminuir de 1,01 ¥ 0,11 en la cuajada descongelada a
0,45 ¥ 0,10 a los 60 dfas de maduracién.

403.2.7. Determinacidn de minerales,
El contenido en minerales de la leche; suero, cuajada

prensada, cuajada salada, se expresan en la tabla n? XX{VII,

Los resultados obtenidos, concuerdan en géneéal, con
los dados por Aizetmilller K. y col. (1.974) y estdn dentro de
los l{mites de variacidh encontrados por Vong N.P. y col. (1978),
para quesos del mismo tipe que el lanchego.
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5. DISCUSION
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La flora microBiana total en el queso Manchego, est4 com
puestid durante la fabricaciédn y al principio de la maduracién,
principalmente por las bacterias licticas y sobre todo por los
estreptococos, que crecen masivamente en los primeros dfas de la
maduracidn para luego lisarse debido a la acidez del medio, mo--
mento en que los lactobacilos comienzan a desarrollarse extraor-
dinariamente, Dichos aumentos y descensos en cada uno de los
grupos microbianos que participan en la maduracién del queso,

. justificarfa que la poblacidédn microbiana total, permanezca aproQ'
ximadamente constante en muestra experiencia,si se observa glo--

balmente a lo largo de 1a maduracién,

El aumento en el nimero de gérmenes viables es sin embarp
 go, mds significativo en las experiencias de Ndilez M. (1.976) y
Martfnez Moreno J.L. (1.976), que encuentran en tan sdlo siete
dfas un valor logarftmico m&ximo de diez, para retornar a los J
meses de maduracién a las concentraciones de partida. En otras
ocasiones, la acidificacidn producida por la transformacién de
la lactosa en 4cido l4ctico es tan grande y se produce tan répi-
damente, que este descenso de gdrmenes ocurre a los tres dfas de
comenzar la maduracién y es observado por Romin i. (1.975) en
quesos Manchegos parafinados, encontrando valores logar{tmicos
de 10 al afiadir el fermento y sélo .de 7,5 a los tres dfas de ma-
duraciédn, manteniéndose ya dicho valor constante, hasta el final

de la misma.

El aumento observado en el nimero de gérmenes viables al
realizarse la descongelaci&n, cuando los quesos han estado conser
vados durante 30 dfas, podrfa achacarse a que dicho perfodo de
tiemposno es suficiente para provocar una destruccidn apreciable

de la flora total, especlalmente si se tiene en cuenta que en eg
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te momento esti compuesta principalmente por estreptococos, y ég
tos son resistentes a la congelacidn, Rosset R, y col. (1.974).

Por otro lado la forma de realizar la descongelacidén, durante 48
horas a 52C, podria favorecer el desarrollo de una flora psicrés:
fila (micrococos, etc...). Segin Buttiaux R. (1.973); una tempe
ratura de descongelacidn comprendida entre + 22C y + 52C mantie-—
ne la flora microbiana a un nivel aceptable, mientras que a 1la

temperatura ambiente, &sta puede sobrepasar r4pidamente los 109-

1010 gérmenes/gr.,

Cuando los lotes han estado congelados durante mis tiem-
po (C-90, C-180, C-240, C-300, C~360), se observa una disminu-——-
cién significativa en el niémero de gérmenes viables al desconge-
lar la cuijada, respecto de &sta antes de congelar, por lo que
se piensa que dichos tiempos de couservacidn afectan 14 viabili-
dad de 1a flora microbiana; en conjunto esta disminucidn, prosi-
gue de forma mfs acusada durante la maduracién en dichos lotes,
respecto de los que tuvieron menos tiempo de conservacién y del

testigo.

Dichas disminuciones en los valores de aérmenes viables,
son encontradas también por Richards £. (1.967) en congelacién

de queso Cheddar,

El aumento importante en el nimero de lactobacilos al
principio de la maduracién, se atribuye generalmente a una conta
minaciédn ambiental, ya que se encuentran en el medio ambiente de
las queserfas en gran ndmerc. La leche inicialmente estf desprg
vista de lactobacilos y éstos llegan a ella y a las cuajadas en
fabricacidn, a través de los utensilio, del aire, ete... Algu--

nos autores como Mansour A. y col. (1.973), no pueden hallarlos
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en los quesos conservados en salmueras, otros, como Ducastelle A,
y col. (1.965) tampoco los encuentran en quesos Saint Paulin.
Sin embargo Barneto R, y col. (1.979), encuentran en queso lanche
go, que los lactobacilos, que estdn en la leche en valores loga-
ritmicos muy bajos, (1-2),1llegan a superar a los estreptococos y
alcanzan a los 3-4 meses de maduracidén,valores de hasta 109 gér-
menes/gr. Estos resultados coinciden con los encontrados por of
déflez J,A. (1.978a), quien observa en quesos Manchegos conserva-—
dos en aceite de oliva, un incremento masivo de lactobacilos pa-
ra alcanzar valores logarftmicos de 9 a los 4-5 meses de madura-
cidn, observando después una disminucién hasta los 7 meses apro-
ximadamente., Massé Lago J. (1.974), también en queso lManchego,
encuentra un aumento de lactobacilos, los cuales se mantienen en
un ofden de 107/gr. hasta pasados 2 meses de maduracién y Ordd-—
flez J.A. y col. (1.978 b),les encuentran en queso lHanchego como
flora predominante a partir del tercer mes,

Tanto Martfnez Moreno J.L. (1.976) en queso tiianchego
industrial de leche de oveja sin pasterizar, como Romén .
{(1.975) en quesos Manchegos industriales de leche de oveja paste
rizada,observan una multiplicaciﬁn de lactobacilos que llegan a

7

alcanzar a los dos meses de maduracidn, valores de 10 -103 zérne
nes/gr. incluso en quesos fabricados con leche pasterizada,en
los que los que los anflisia en la cuajada fresca, dan practica-
mente ausencia de dichos gérmenes; &€sto es observado por Xdilez il
(1.976) y también por nosotros en este trabajo, ya que el ndmero
de lactobacilos en la cuajada fresca es de 3,42 (tabla n? vI),

muy inferior al de la cuajada salada (5,04).

Dicho incremento de lactobacilos, que pueden provenir

del medio ambiente y que se multiplican mucho, especialmente
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cuando las células de los estreptococos se lisan y liberan'sus--
tancias estimulantes, es observado tambiém em nuestra experien——
cia, cuando los quesos se maduran directamentes Cuando los que~-
sos se congelan poco tiempo (C-30), dicha congelacidn no parece
tener un efecto destructivo muy importante sobre estos gérmenes,
ya que al descongelar, se observan valores incluso sipgificativa-
mente mayoresi sin embargo, la mortalidad m4s grande dé estos mi
croorganismos al comenzar la maduracidn y el Hecho de que estén
siempre ‘por debajo de #os valores del testigo, podrfa indicar
que los lactobacilos sufren durante la conservacidn al estado
congelado, una serie de lesiones metabdlicas, que provocan su 1i

sis més rdpihamente en la maduracién posterior.

La susceptibilidad de esfos gérmenes a la congelacidén ha
sido comprobada también por otros autores, como Didienne R;'y
col. (1.978). Estos autores observan en queso Sailnt Nectaire una
disminucién en el nimero de lactobacilos, después de la congela-
cidn, si bien éstos prosegufan su evolucidn normal a lo largo de
1a maduracién, independientemente de cual:fuera el tiempo de con
servacidn. Esto sin embargo, no concuerda con los resultados de
nuestra experiencia, wa que como hemos visto, conservaciones de
poco tiempo no afectan la viabilidad de los microorganismos, aun
que sf parecen impedirles su normal desarrollo posterior; conser
vaciones de mis tiempo (C-60 y C-90), provocarfan ya una cierta
destrucciédn, pero posiblemente los+gérmenes supervivientes al
disponer en el medio de mayor concentracién de sustratos (debido
a la lisis celular, etc...), pueden desarrollarse mis ripidamente
y recuperase durante la maduracidn,encontrémdose en valores por
encima del lote C-30, Cuando los tiempos de conservacién son ma

yores (C-120, C-150 y C-180), la mortalidad durante la conserva-
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ciédn al estado congelado, ya es significativamente apreéiable
respecto del testigo (3,55; 3,52; 2,92),'pero la recuperacién de
ios gérmenes supervivientes es todavfa mucho mis rdpida, pudien-
do llegar incluso, como en el caso del lote C-180, a no diferen~
ciarse globalmente dicha maduracién,del lote madurado directamen
te (tabla n? VIII ), De dicha tabla se desprende también, que

si aumentamos el tiempo de conservacién, la evolucién de los lac
tobacilos a lo largo de la maduracién ya no se diferencia (C-240)

o incluso llega a superar la del lote testigo (C-300).

" La desaparicién de gérmenes @oliformes J su brusca dismi
micién en la maduraciédn de los quesos,es consecuencia de la trans
formacidn de la lactosa en 4cido l4ctico con la consiguiente caf

da del pH; Mart{nez Moreno J,L. (1.977). Esta disminucién que
ha sido observada en nuestra experiencia,es confirmada tambiép
por otros autores en queso lanchego, Ordéfiez J.L. y col (19738 a,

b, ¢), iMassd Lago J. (1.974); Martfnez lioreno J.L. y col. (1976),

Los valores de Coliformes al descongelar los lotes C-30
y C-60, que no se diferencian significativamente de los quesos
antes de congelar, indicarfan al igual que en el caso de los lac
tobacilos, que no se ha producido una gran moétalidad de gérme--
nes, si bien, pueden ocurrir lesiones como en el caso del lote
C-30, haciendo que a los 15 dfas de maduracidén, su ndmero se en-
cuentre significativamente por debajo del lote testigo y que di-
cha disminucidén continde a lo largo de toda la maduracién, lle--
gando al final a desaparecer completamente (0,00 a los 120 dfas).
A resultados parecidos llega Peldez .C. (1.978) en queso tipo
Hanchego,quien después de congelar y conservar 20 dfas a -202C,
cuajadas tipo Manchego, observa una desaparicién més ripida de

los Coliformes en los quesos congelados que en los testigos.
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En el caso del lote C-60, el aumento en el tiempo de con
servacién al estado congelado, supondria una mayor disponibilidad
de sustratos con lo que la disminucidn a lo largo de la madura—
cidn, es m4s lenta que en el caso del lote C-30 y por tanto no

se diferencia significativamente del lote tsstigo.

El restablecimiento de dichos gérmenes, cuando los tiem-
pos de conservacién no son muy grandes, ha sido estudiado por

Warseck M. y col. (1.,973).

Si aumentamos el tiempo de conservacién, se puede obser-
var una clara disminucién en el niimero de Coliformes durante di-
cho perfodo, los cuales prosiguen su descenso hasta los 15 dfas
de’ maduracién, momento en que no pueden obsgryprs; diferencias
significativas entre losz lotes ¢C€-90, C-120, C-150, C-240, C-300.
De todos estos lotes el que menos de diferencia significativamen
te del testigo (tabla n2 X ), es el C-00, que ha sufrido menor
tiempo de conservacién al estado congelado, a excepcidn del C-30.
Parece ser que el aumento en los tiempos de conservaciédn, afecta
de modo importante a este grupo microbianoj provocando una fuer-
te destruccién de la flora y dificultando su recuperacién poste-
rior; tiémpos grandes de conservacién (C-120, C-180, €-300), su-
ponen fuertes destruccikones durante este perfodo y a pesar de
las mayores disponibilidades de sustrato, si al efecto de la con
gelkacién unimos la disminucién del pH, nos encontraremos con que
dichos lotes presentan en conjunto una evolucidn significativa--

mente inferior a la del lote testigo.

El efecto destructivo de la congelacidn sobre los gérme-
nes Coliformes ha sido observado también por otros autores como

Yano N. y col. (1.971), Didienne R, y col. (1.978) y Epstein I,
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y col., (1.9783). E1 hecho de que tiempos mayores de conservacidn
produzcan una mayor destruccién de gérmenes Coliformes, ha sido

demostrado también por Ottogalli G. y col. (1.974 a),quienes efec
tuando cultivos puros de E, coli en cuajadas estériles congela--
das; observan una disminucién de 95 =x 106 gérmenes/g. a 10 x 106
gérmenes/g., sl la conservacidn es corta, (dos horas en tidnel) y
de 95 x 106 gérmenes/g. a 3 x 10° gérmenes/z. después de una con

servacidén de 60 dfas,

La flora lipolftica en el queso, est4 compuesta princi--
palmente por la flera psicréfila (Pseudomonas, Alcalfgenes, etc),
los micrococos, algunos estreptococos l4cticos, los mohos y las
levaduras,

Segin lassd Lago J. (1.974) en quesos semiduros, no madu
rados por hongos como el Manchego, la contribucidédn de éstos a la
lipolisis es muy escasa, asf{ como la de las levaduras, que en mu

chos casos no han podido ser aisladas.

La flora lipolftica queda pues pricticamente reducida a
la flora psicréfila y a los micrococos, puesto que las aptitudes
hidrolizantes sobre los triglicéridos de cadena larga de los es-
treptococos l4cticos, no han sido ain demostradas. Segin Ortiz
de Apodaca M.J. (1.979) parece ser, que las enzimas de dichos mi
croorganismos, atacarfan mono y diglicéridos resultantes de la
hidrélisis de triglicéridos de cadena m4s larga, producidos a
partir fundamentalmente de los micrococos. Segiin los resultados
de Orddfiez J.A. y col. (1.977 b)yestos microorganismos son capa=--
ces de hidrolizar mediante exolipasas, la tributirina y la tri--
laurina en todos los casos, asf como la triestearina en un 75%.

Un 50% de las cepas mostraban una actividad lip4sica endocelular



especialmente sobre la tributirina y los lfpidos no polares de

la leche.

Ahora bien, parece también generalmente admitido que
existe un incremento en el nivel de micrococos, durante los pri-
meros dfas de la maduraci6n, para despuéds experimentar un descen
so e incluso una desaparici&n.en muchos casos; labbitt L. A.
(1.961). Por tanto si consideramos, que una gran parte de la po,
blacidn microbiana lipolftica del queso MHanchego estd constitui-
da por micrococos, &€sto estf de acuerdo con nuestros resultados;
al obtener un aumento y posterior disminucién de la flora lipolf
tica a los 30 dfas en los lotes madurados directamente. Por
otra parte y puesto que algunos géﬁérosJpsicréfdeScomo‘Pseudg.
monas, ‘Alcalfgenes e incluso algunos Coliformes, poseen también
actividades lipolfticas, dicha disminucién podrfa tambiéa ser ex
plicada en parte por el deséenso de dichos gérmenes,; que como en
el caso de los Coliformes no son resistentes a 1lbs bajos valores

de pH.

Ordéiiez J.A. y col, (1.980 b) en queso Roncal, encuentran
los micrococos en valores logarftmicos comprendidos entre 5 y6 y
Ndiiez tl, (1.978), en queso de Cabrales, los encuentra entre 3 y 6
en el interior del queso y en cantidades mucho mayores ( de 3 a 9)
en la superficie, ya que dichos microorganismos son aportados en
muchas ocasiones por la sal. Devoyod J.J. y col. (1.968) en que
so Roquefort, los encuentra en valores logar{tmicos apro:imada-—
mente de 5, cuando se hace el recuento antes del saladosincremen
t4ndose de 4 a 10 en la superficie del queso después del salado,

mientras que en el centro, el incremento es de 4 a 7.



~-167-

Martfnez Moreno J.Ls y col. {1.976), en quesos :lanchegos
observan un aumento de micrococos, que alcanza su mimero mi:ximo
a los tres dfas (107 en algunos casos), para luego descender hag
ta valores de 104 a los 60-90 dfas de haduraci6n; asf{ mismo Nd--~
fiez M., (1.976) también en quesos Manchegos, los encuentra en va—
lores logarftmicos que oscilan entre 4 y 6, con aumento incial y

posterior cafda.

Dichos aumentos y disminuciones posteriores en queso llan
chego, son observados tambiédn por Massd Lago J. (1.974); Romén ii.
(1.975); Ordéiliez J,Ae y col (1.978 a y b), que observan su desa-—

paricién total a los cinco meses de maduracién,

En los resultados de nuestra experiencia puede observar-
se (tabla n® b ), que las cantidades de gérmenes lipol{ticos
al descongelar las cuajadas, son superiores en todos los lotes
respecto al testigo. Dicho aumento puede interpretarse por el
hecho de que los micrococos segin Christophersen J. (1.9685, son
microorganismos resistentes a la congelacidn., También son resis
tentes algunas bacterias l4cticas con actividades lipolfticas
exocelulares, Dicha resistencia a la congelacién de los gérme--—
nes lipolfticos, es observada también por Pelfez C. (1.978). 3i
las temperaturas de congelaciédn no afectan la viabilidad de es~--
tos gérmenes, dichos microorganismos, pueden llegar al’'final del
perfodo de congelacidn, en un nimero aproximadamente igual al
que tenfan antes de realizar &sta, y pueden crecer y desarrollar
se abundantémente durante el perfodo de descongeiaci6n, a 59°C,
dado que buena parte de dicha flora es psicrdtrofa. De esta ma-
nera al realizarse los an4lisis, después de descongeladas las
cuajadas, se observa un mimero de gérmenes lipolf{ticos significa

tivamente mayor, del que habfa antes de realizarse la congela———
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cién.

Cuando las cuajadas se conservan durante 30 y 60 dfas
(C-30; C-60), no se obsevan diferencias significativas globales
respecto del lote testigo (tabla XII ). Ahora bien, cuando
se aumenta el tiempo de conservacién al estado congelado? (C~90,
C-120; C-1%50; y C-180), dichas lotes evolucionan posteriormente
por encima del. lote testigo, incluso diferenciindose significati
vamente de €1, como en el caso de los lotes C-90; C-150 y C-130
(tabla n? %IT ). Aungque la disminucién sufrida por los gérme-—-—
nes lipolfticos en estos lotes a los 30 dfas de maduracidn, no
se diferencia significativamente del lote testigo (tabla n2 XIX
y grdfica n? 10 ), dicha disminucidn de forma global, es menos
acusada que en el lote madurado directamente y la mayor disponi-
bilidad de sustrato en dichos lotes por el aumento del tiempo de
conservaciédn, hace que dichos'gérmenes se encuentren posterior--

mente en valores superiores a los del lote testigo.

Si seguimos aumentando el tiempo de conservacidn (C-240;
C-300 y C-360), las medias en los niveles de congelacién, se en-
cuentran por debajo del lote testigo (tabla n? X{II ); Los valo-
res de gérmenes lipolfiticos en estos lotes a los 120 dfas de ma;
duracidn, se diferencian significativamente del resto de los lo-
tes y estdn muy por debajo de ellos. Esto hace pensar que el au
mento en los tiempos de exposicién a las bajas temperaturas, pro
voquen lesiones irreversibles en estos gérmenes y a pesar de 1la
mayor disponibilidad de sustratos, queden incapaces de restable-

cerse,

Si consideramos que en los quesos y particularmente en
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en el Manchego, la flora proteolftica est4{ compuesta principalw=-
mente por los estreptococos licticos.y fecales y los lactobaci-~
los, el considerable aumento en el nimero de gérmenes proteolfti
cos al principio de la maduracién, se deber{ al aumento progresi
vo de dichos gérmenes, al comenzar dicho perfodo. Efectivamente
como ya se ha dicho anteriormente, la mayor parte de la flora mi
¢robiana en el queso al comenzar la madﬁracidn, esti compuesta
por los estieptococos, muchos de los cuales poseen actividades
enzimdticas extracelulares y son capaces de degradar las sustan-
_cias nitrogengadas. La actividad proteolftica fundamental de
los estreptococos y de los lactobacilos, consiste sin embargo en
liberar cuando las células son lisadas, enzimas intracelulares

que atacarin el material proteico.

Aceptandc por tante que la mayor parte de la flora proteg
1ftica al comienzo de la maduracién esté constitufda por los es
treptococos, seguida de los lactobacilos, que alganzarin su mdxi
mo de crecimiento aproximadamente a los 2 meses, el descenso en
dicho flora al proseguir la maduraciédn,podrf{a atribuirse a la
fuerte destruccién de células estreptocédcicas, debido al aumento

de acidez en el medio.

Dicha variacidén en la flora l4ctica, es observada tam——-
bién por otros investigadaores en varios tipos de quesos: Ndflez
M. (1.978) en queso de Cabrales; Orddfiez J.A. y col. (1.930b)en
queso Roncal; Ordéflez J.A, y col. (1.977 a) en queso Ulloa; Ro--
mdn M. (1,975); Martfnez Moreno J.L. (1.976) y Nifez M. (1.976)

en queso Manchego,

El hecho de que no se encuentren diferencias significatji

vas en los valores encontrados de gérmenes proteoliticos, entre
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los lotes recién descongelados y antes de congelar, corrohora
que los estreptococos como flora proteolitica dominante en este
momento de la fabricacidn, son resistentes-a la congelacién:
Christophersen J. (1.968); Rosset y col. (1.974); El1 Sadek G.M
y col, (1.975); Peldez C. (1.978).

Por otro lado, parte de la flora proteolftica estf inte-
grada también por micrococos resistentes a las bajas temperatu-
ras y ciertas cepas psicrétrofas. Como se observa en la tabla
n? XIv los lotes congelados poseen unas medias de gérmenes
proteolfticos,obtenidas de los diferentes controles de madura—-——
cién éuperiores al testigo, siendo su disminucién a lo largo de
la maduracién menos acusada que en este lote.probéblemente debi-
do al menor incremento de la acidez, (4,19, 4,00, 4,80, 4,62, 4,75
4,64, 3,70 a los 120 dias frente a 2,86),

Los lotes con menor tiempo de conservacién no presentan
diferencias significativas respecto del testigo, en cuanto a
contenido en gérmenes proteolfticos, sin embargo, al aumentar el
tiempo de mantenimiento al estado congelado, se observa una dis
minucién a lo largo de 1la maduracién, menos acusada de estos gér
menes,que en el lote madurado direstamente para los létes ﬁﬁe
se diferencian significativameﬁte de €1, (C-120; C-150; C-180),
especialmente a los 45 dfas.

Pudiera ocurrir que en estas cuajadas congeladas, el au-
mento menos acusado de la acidez (como ya se ha visto anterior--—
mente), unido a una mayor disponibilidad de sustratos en el me-—
dio, retrasara la autolisis de las bacterias l4cticas y permitie
ra su desarrollo por m4s tiempo en el queso. Cuando las conser-

vaciones son a muy largo plazo (C-240; C-300 y C-360)sexiste de
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nuevo una disminucidn en el nimero de gérmenes, que aun estando
en valores por encima del testigo, se acercan mis a éste. Dicha
disminucién podrfa deberse al comienzo de la existencia de lesipo

nes metabdlicas,

La disminucién en los porcentajes de humedad a lo largo
de la maduracién es normal, debido a una progresiva pérdida de
agua, al continuar durante todo el proceso, la sinéresis del cod
gulo. Dicha disminucién es observada en gran nimero de quesos
por diversos investigadores: Kim Y.XK., y col. {1.978) en queso
Brick; Lim J.W. y col, (1.979) en queso Zdam; Manolkidis C. y
col, (1,970 a y b) en queso Té1émé y Lenoir J. (1.963 b) en que-

so Camembert,

Dicho fenémeno de sindresis es afectado por la ﬁemperata
ra y los tiempos de conservacidn, con lo que se observa que el
lote testigo y los lotes con menor tiempo de conservacidn, su---
fren mayores pérdidas que los que han estado mds tiempo conserva

dos.,

Estos resultados coinciden eon los encontrados por Jimé-

nez S. (1.973) en queso Manchego.

La disminucién de la actividad de agua a lo largo de 1la
maduracién, esti légicamente relacionada coun la pérdida de hume-

dad.

El hecho de que los quesos sometidos a tiempos cortos vy
medios de congelacién, presenten valores de actividad de agua su

periores al testigo (especialmente en el caso del lote C-90), se
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corresponde con los valores de humedad encontrados en estos mis-
mos lotes, que también son mayores respecto de aquel madurado di
rectamente, Al igual que en este caso, la actividad de agua des
ciende cuando se aumenta el tiempo de conservacién; siendo este

descenso mayor que el sufrido por la humedad en los misﬁos lotes.

Ambas variables estinccorrelacionadas en el intervalo de
humedad que existe normalmente en los alimentos. Dicha correla-
cién ha sido observada por muchos investigadores: Riiegg M.} cél,
(1.977), Otros, sin embargo como Heskestad R. y col. (1.978) en
quesos noruegos, encuentran, que quesos con alta actividad de

agua, presentaban bajos valores de humedad y viceversa,

Ahora bien, el comportamiento general de un alimento du-
rante la conservacidn, viene definido por sus isotermas de sor--
cién de humedad, en las que se representa el contenido dn agua,
(expresado en gramos de agua/gramo de sustancia seca o bien como
porcentaje total), frente a la actividad de agua. Estas isoter-
mas son diferentes en el proceso de desorcidén y de adsorcién de
agua, ya que se produce el fendmenos de histéresis. Dichas cur-

vas se representan en la figu}a ng 22,

El agua que se encuentra en el material biolégico, puede
reconocerse por las distintas zonas definidas en las isotermas
de sorcién que quedan clasificadas al medir la actividad del
agua, durante el proceso de‘secado o congelacidn. Dichas zonas

segin Labuza T.P. (1.968) son tres,

Zona I, Es una zona que corresponde a un agua fuertemen
.. .

te unida para un contenido de humedad de g = 0-0,7.
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Zona II, La unién es menos fuerte que la de la zona I,
y se corresponde a un contenido de humedad en gramos entre un mi

nimo de 0,07 y un miximo de 0,14 a 0,33.

Zona III., Este agua tiene una actividad ligeramente in-
ferior a la del agua pura y corresponde a la mayorfa del agua
presente en los tejidos. El contenido de humedsd correspondien-

te, en gramos, oscila entre 0,14-0,33 hasta un miximo de 20,

El contenido en agua puede ser una indicacién inexacta
de 1a susceptibilidad del producto al crecimiento microbiano.
Un factor que parecesestar m4s estrechamente relacisonado con las
condiciones que favorecen o desfavorecen dicho crecimiento, es
la actividad del agua. Cada especie microbiana presenta una ac-
tividad del agua mfnima, a la cual puede crecer., Los mohos son
los microorganismos menos exigentes a este respecto, mientras
que las levaduras y las bacterias, requieren gene¢ralmente altos
valores de actividad del agua, para poder iniciar su crecimiento

y desarrollo.

En la figura n? 22 se expresan también los diferentes
desarrollos de gérmenes (mohos, levaduras y bacterias),pudiendo
observarse que especialmente en el caso de las bacterias, crecen
a valores muy altos de actividad del agua, en la zona III de di-
cha figura. Es interesante destacar que dichos niveles de acti-
vidad del agua, son alcanzados en nuestros quesos, especialmente
al principio de la maduracién, con lo que los microorganismos en

contrarfan, condiciones 4ptimas para su desarrollo.

En el queso, la actividad el agua est4 relacionada, tan-

to con el desarrollo de las bacterias l4cticas responsables de
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l1a glicolisis y de la proteolisis, como con la inhibicién del
crecimiento de microorganismos indeseables qﬁe pueden producir

alteraciones (hongos), o incluso intoxicaciones alimentarias.

La mayoria de los gérmenes patégzenos contaminantes del
queso pueden crecer, si la actividad del agua es suficientemente

alta,

En la fabricacidén del queso, es importante el desarrollo
precoz de una flora cémpetitiva dominante (estreptococos y lactg
bacilos), que crea condiciones adversas para el crecimiento de
los microorganismos indeseables, como el establecimiento de ba--
jos valores de pH, cuando en estas fases de la maduracién 1a ac-
tividad del agua es especialmente alta. Segin Mora M, (1.97§)a
la actividad del agua media del queso Manchego, alcanza el valor
de 0,95 hacia el segundo mes de maduracidn,; cifra coincidente
con las obtenidas por nosotros, si observamos las medias en los
diferentes niveles de maduracidén de la tabla n? IVIII . Hag
ta este momento el bajo valor del‘pH impide el desarrollo de los
microorganismos indeseables, cuando la actividad de agua se man-
tiene alta. A partir de este momento ya es capaz por si solo de
inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negati;as y de las
esporuladas, sin inhibir el desarrollo de las cepas proteolfti--
cas de estrpptococos,(actividad de agua mfnima de 0,91), lactoba

cilos y micrococos,(acbtividad de agua mfnima de 0,90),

Correlactones: Hemos encontrado correlacién altamente
significativa entre la variacién global de los gérmenes viables
a lo largo de la maduracién, tomando las medidas de cada uno de
dichos niveles y la variacidn global de la actividad del agua pa

ra dicho proceso, tomando también estas medias,
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El coeficiente de correlacién encontrado eé de 0,965 ¥y

el ajuste realizado, ha sido una recta de ecuvacién
y = 20,995 . X - 12,696
Dicho ajuste est4 reflejado en la figura n2? 33.

Observando dichos resultados puede verificarse una vez
mis,l1a estrecha relacidn existente entre la variacidn de la flo-
ra microbiana y el contenido de agua disponible en el queso para

el crecimiento de dicha flora, a lo largo de la maduracién.

No se ha podido encontrar sin émbargo, ninguna correla--
cién entre ambas variables, cuando se enfrentan las medias de
los distintos niveles de congelacidén,expresadas en las tablas n?

vi ¥y XVIII ; de 1o que se deduce que en el crecimiento de
los gérmenes sometidos a otros factores fuertes como las bajas
temperaturas influyen muchas mds variantes, que interaccionan

con los valores de actividad de agua,

E1l aumento brusco de la acidez en el lote testign, se
justifica por la répida desaparicidn de la lactosa, con 1la consi
guiente transformacidn en 4cido l4ctico por parte de los microor

ganismos,

Como ya se ha dicho anteriormente en la introducciédn de
este trabajo, en general los quesos duros con tratamiento térmi-
co de la leche, tienen una m4s ripida desaparicién de la lactosa:

Lenoir J. (1.963.:a y b);Jiménez, S. (1.978)} Rom4n M. (1.975).
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Por otro lado,0jeda E. (1.969) en quesos Manchegos, ob—-
serva que la retencién de la lactosa en la cuajada, es muy peque
fia (12-18%), y que esta retencidén estd relacionada con la canti-
dad de lactosa en la leche y el nimero de gérmenes lactofermenta

dores presentes en ella,

La utilizacién por parte de los microorganismos del 4ci-
do l4ctico, como sustrato emn su metabolismo durante la madura———
cién, serfa relativamente lenta, por lo que dichos niveles de aci

dez se mantienen posteriormente, m4s o menos constantes.

Observando las tablas n2? IV y XIIT 5 puede verse
que la acidez en la cuajada recién prensada es de 0,30 y éufre
un brusco aumento, ya que la media pa}a el nivel O de madura——-—
c¢idn(M-0)es de 0,37. Este aumento coincidir4 con 1la fuerte dis-
minucién del pH en estos estadfos,ya que pasa de 5,99 en la cua-

jada prensada a 5,94 para el nivel inicial de maduracién. *

E1l hecho de que los valores de acidez estén en los lotes
congelados por debajo del lote testigo, coincide con el trabajo
de Jiménez S. (1.978) quien también encuentra en queso llanchego,

una acidez menor en quesos congelados frente a un testigo.

El grado de acidez es una medida dependiente, no sélo de
la cantidad de 4icido l4ctico existente en el medio, sino también
del grado de lipolisis, (ya que existe un aumento en la produ---

ccidn de 4cidos grasos). -
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El aumento de la proteolisis,observado por el aumento
del fndice protefna soluble/protefna total en cloruro sddico al
5%y a lo largo de la maduracidn del lote testigo, se justifica
por la destrucciédn de los gérmenes proteolfticos y la consiguien
te liberacién de enzimas endocelulares, que atacan el material

‘proteico para dar péptidos de bajo peso molecular y aminoicidos.,

Los valores superiores de dicho f{ndice, encontrados en
los lotes congelados, podrfan deberse a la mayor cantidad de gér
menes emistentes en dichos lotes respecto del testigo, como ya
se puso de manifiesto al hacer los resultados y discusidén de di~

cha variable.

Dichos gérmenes poseen exoenzimas que pueden atacar las
sustancias.proteicas,.y su mayor nidmero, especialmente al princi
pio de la maduracidn,; en los lotes congelados respecto del testi
go, hace que el fndice de proteolisis sea superior en esa fase.
Ahora bien, puesto que la actuacién proteolftica de dichos gérmne
nes se debe principalmente a las endoenzimas, la menor libera---
cién de &stas (por la menor destruccién de gérmenes debido al me
nor incremento de acidez en los lotes congelados), se traduce a
la larga en una transformaciédn de la protefina, sin variaciones
significativas en el fndice protefna soluble/protefna total a lo

largo de la maduracién.

En la tabla n? XXVII puede observarse,que a partir del
lote C-60, no hay variacién apreciable a lo largo de la madura--
cidn, mientras que en el lote testigo, el {ndice protefna solu--
ble/protefna total se incremente mucho a los 90 dfas, momento és
te en que los gérmenes proteolfticos en el lote testigo estén

muy por debajo de los lotes congelados.
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La mayor actividad proteolftica de las enzimas intracely
lares respecto de las enzimas extracelulares de las bacterias
14cticas,(como flora dominante proteolftica), se ha comprobado
por muchos investigadores como Dilanyan Z.K. y col. (1.973), quie
nes demuestran que dicha actividad, es aproximadamente el doble
para las enzimas endocelulares respecto de las exocelulares,y ma

yor para losd lactobacilos que para los estreptococos.

Correlaciones: Se ha encontrado una correlacién altamen
te significativa, entre los gérmenes proteolfticos, tomando 1las
medias de los diferentes niveles de maduracidan y los valores to-
mados de la misma forma,para el fndice protefna soluble/protefna
total. No se ha considerado sin embargo para efec¢tuar esta co--
rrelacién, m4s que a partir de los 15 dfas de maduracidn, ya que
durante estos primeros 15 dfas,la amolucién de los gérmenes pro-
tedlfticos es muy répida y esta primera parte de 13 maduracién
es por lo tanto difereﬁte del resto. Se puede considerar por
tanto,que existe correlacidén entre ambas variables a partir de

los 15 dfas.

El coeficiente de correlacién encontrado es de -0,908,
observindose que el comportamiento‘de dicho fndice (protefna so-
luble/protefna total), frente al ndmero de gé€rmenes protedlfticos
sigue una curva de tipo exponencial cuya ecuaciédn es:

v 7 40,6888 , ¢ 021251 o X

Dicha curva est4 representada en la figura n234.

.

No 'se ha encontrado ninguna correlacién entra ambas va--—

riables para las medias de los distintos niveles de congelacién,
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La correlacién encontrada a lo largo de la maduracidn
global de todos los lotes, para ambas variables, indica una vez
mis que durante el proceso, la disminucidédn en el ndmero de gérme
nes, va acompafiada de un aumento en la proteolisis, que en nues-
tro caso se ha manifestado de tipo exponencial y que dicho aumen
to, se debe fundamentalmente a la liberacién de endoenzimas celu
lares, en el momento en que se produce la lisis de .dichos microor

ganismos.

De los electroforegramas caséfhios obtenidos medfarmrte
electroforesis en acetato de celulosa, se observa una cierta re-
sistencia a 1la hidr&llsis; tanto de la casefna ds como de la ﬁv
aunque mucho'mayor en este dltimo caso, en que no' ha podido de--
tectarse ningin tipo de degradacién. Segin Ledford R.A. y col,
(1.968), dicha resistencia se ha relacionado con factores como
el contenido en agua, actividad de agua, proteinas, cenizas, sal,
Ca, P y pH. Esto ha sido observado por muchos investigadores cg
mo Creamer L.XK. (1.970); Fox P.F., y col. (1.971), etc... Parece
ser que las bajas temperaturas favorecen la proteolisis de la fra
cciédn f t Fox P.F, (1.969), mientras que el ClNa, inhibe selec-
tivamente la proteolisis de la IA casefna en solucidén de caseina-

to sédico.
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Segin Marcos A, y col, (1.976 c), parece ser que la hidrd

lisis de la d’s casefna, c?mienza desde el principio de la madu-
racién, por acciédn principalmente de la renina y posteriormente
se degrada la I& casefna dando productos de menor movilidad elec
troforética, El cuajo, que es el principal responsable de los
niveles de proteolisis detectados por electroforesis, asf{ como
la formacién de muchos péptidos grandes, medios y pequeiios, es
s8lo capaz de producir un ndmero pequefio de aminodcidos; O'Keefe
R.8. y col. (1.976b)y Gripon J.Cs y col. (1.975). Se ha detectaz
do su capacidad de ataque in vitro de la d’s y P caseina, pero
en queso s8lo ha sido observado un pequefio efecto sobre esta dl-

tima.

Ordéfiez J.A. y col, (1,978 b) en quesos Manchegos indus-
triales, encuentra que el 50% de la o s casefna se degrada por
el cuajo, desde el primer dfa, alcanzando ld degradacidn el 607
al tercer mes, mientras que sdlo se degrada un 107 de 1a /Qs:ase£
na, En el queso de oveja de los Pedroches sin embargo, lalﬁ ca
sefna comienza a degradarse a partir del primer mes de madura——-—
ciény Fernindez Salguero J.A. (1.975): admitiéndose de modo geng
ral que dicha fraccidn casefnica es resistente a la accién de 1la
renina y su hidrélisis se debe principalmente a la proteasa natu
ral de la leche y a las proteasas microbianas. Este mismo autor
observa que durante lq; p;imeros dfas de la maduracidn del queso
y mientras que la acti;idad de agua y el pH se mantenfan eleva--
dos, la /!v casefna se degradaba pricticamente a la misma veloci-
dad que la o s casefna, cesamdo después para reanudarse cuando
el pH ascendfa; Este autor atribuye esta primera hidrélisis a

las proteasas exocelulares microbiamas,
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Correlaciones: Yo hemos podido encontrar correlacidn di
recta entre el nidmero de gérmenes proteolfticos a lo largo de la
maduracidn y la degradacidn casefnica medida como variacién en
el fndice P/ds. Tampoco se ha podido encontrar ninguna corre-

lacién a lo largo de los tiempos de conservacién,

Dichos resultados corroboran en cierto modo el pensamien
to generalizado, de que el primero y principal agente de la hi--
drélisis de la casefna (y fundamentalmente de la « . casefna) es
el cuajo, mientras que la P casefna es hidrolizada casi exclusi
vamente por la fosfatasa alcalina de la leche y las enzimas micro
bianas., Los gérmenes proteolfticos pueden degradar la casefina.
por medio de enzimas exocelulares y principalmente por enzimas
endocelulares, siendo esta actividad muy superior para los lacte
bacilos que para los estreptococos. hora bien, su actividad
proteclf{tica es eminentemente de actuacidén sobre los productos
hidrolizados de la casefna por medio del cuajo, quién en muchas
ocasiones, puede incluso estimular la accidn de las enzimas pro-

teolfticasy Visser F,M.W. (1.977).

El hecho de que en este trabajo hayamos podido encontrar
una buena correlacidn entre los gérmenes proteolfticos y el fndi
ce protefna soluble/protefna total y no hayamos podido encontrar
la entre gérmenes y relacidn P',ds corrobora estas afirmacio=-
nes, Hay que tener en cuenta ademds, que tampoco se han podido
encontrar correlaciones para las tres variables a la vez, dado
el especial peso que sobre el fndice protefna soluble/protefna
total tienen los gérmenes proteolfticos y el escaso peso que tie

nen sobre el fndice F/e(s

-
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Dich=a nctuacidn de los gérmenes ha sido corroborada tam-
bién por otros investigadores como Visser F.M.7l. y col. (1.977);
Xikuchi T. y col, (1.973, 1.974); Creamer L.K. (1.978); Poznans-~
ki S. y col. (1.965); Chebbi N.3, y col. (1.977).

Algunos autores sin embargo, como Ohmiya K. y col. (1.967
y 1.968), consideran que las proteasas endocelulares liberadas
por la autolisis de las bacterias licticas, contribuyen mis que

la renina a la hidrélisis de la casefna.

Por otro lado no se.puede olvidar, que a pesar de que el
cuajo sea el principal agente hidrolizante de ia casefna, las
bacterias vivas poseen una cierta capacidad de hidrélisis por mg
dio de enzimas exocelulares y sobre todo a travéd§ de las enzimas

-liberadas en la lisis.

La capacidad hidrolftica de suspensiones de células vi--
vas en soluciones de caseinato, aisladas de queso tipo Hanchego,
mediante "screening" en medio SiCA, ha sido puesta de manifiesto
por Marcos A y col. (1L.977). Dichos autores demostraron que el
437 de las cepas mostraban clerta inespecificidad de ataque so--
bre la o s ¥ casefnas; el 36% hidrolizaron en mayor cuantfa
la P casefna y el resto (213), degradaron sobre todo la o s ca

sefna,

En nuestra experiencia, si a la actuacién primordial del
cuajo, le unimos la importancia hidrolftica que puedan tener los
gérmenes y principalmente los lactobacilos,_las variaciones ocu-
rridas en el fndice ﬁ / o« g* para los lotes congelados,podr{an
ser en parte achacables a la variacidn ocurrida en esta flora pa

ra dichos lotes, si bien se observa que tiempos muy grandes de



-183-

conservacién, producen una disminuciédn en la hidrélisis de lalis
caseina, muy importante, independiente del nimero de gérmenes

que haya en estos lotes, con lo que se deduce que el cuajo,prin-
cipal agente caseinolftico, puede de alguna manera verse afecta-

do por grandes tiempos de conservacién,

Como ya ée ha comentado anteriormente, la flora lipolfti
ca del queso y mis concretamente del Manchego, estf compuesta
principalmente por loa micrococos y la flora psicrétrofa. Se

atribuye también a las bacterias licticas, una cierta capacidad
lipolftica aunque dicha actividad ya ha sido discutida anterior-
mentej Carini S, y col. (1.972) y Umemoto Y, y col. (1.975).

Todas estas bacterias poseen lipasas extracelulares.y en
docelulares que degradan 1la materia grasa, para dar finalmente
4cidos grasos, si bien estos 4cidos grasos pueden provenir en
parte de la degradacidn casefnica. Robertson P,S. y col. (1.961),
confirman la existencia de lipasas extracelulares de los nicroco
cos en el queso Cheddar, mientras que Peterson i{.H.; col. (1.049),
Stadhouders J, y col. (1.957)r0bservan que el incremento en el
contenido en Scidos grasos libres coincide con la destruccién au
tolftica de un gran mimero de micrﬁéoeos, especialﬁénte en las
primeras semanas de maduracién y atribuyen la lipolisis del que-

so, fundamentalmente a esta liberacién,

Segin Driessen F.M, y col. (1.975), las lipasas de las
bacterias lipolfticas, no causan hidrdlisis de la grasa en la lg
che,(ya que ésta es causada pricticamente sdlo por la lipasa na-
tural de ésta); su efecto es mucho mayor en la lipolisis del que

SO.
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Correlaciones: Se ha encontrado una correlacidn muy sig
nificativa entre los valores de gérmenes iipoliticos a lo largo
de 1a maduracidn, tomando las medias de los distintos niveles de
1a misma, con las medias de los valores de 4cidos grasos libres,
Se ha eliminado, al igual que em el caso de los gérmenes proteo-
1£bicos-prote{ﬁa soluble/protefna total, la media para el nivel
de maduracidn O y se ha correlacionado ambas variables a partir

de los 15 dfas de maduracién (Figura n2 35).

El coeficiente de correlaciéﬁ'que se Ha encontradojes de
-0,837, ajusti{ndose dichos datos a una curva exponencial de ecua
cién: ‘

v = 6,1453 . « 025089 - X

Se puede decir por tanto, que existe una dependencia bag
tante grande entre el contenido de 4cidos grasos® libres y el nd
mero de bacterias lipoliticas a lo largo de la maduracidn, si

bien no es &ste el dnico factor influyente.

Los 4cidos grasos libres aumentan cuantitativamente a lo
largo de la maduracién en el lote testigo, si bien este aumento
no es demasiado grande, Probablemente la disminuciéri de bacte--
rias lipolfticas, bastante considerable en los primeros quince

dfas en este lote, afecte a la lipolisis de la grasa del queso.

Cuando observamos la evolucidén del contenido en 4cidos gra
sos libres en los lotes congelados, puede verse que para tiempos
cortos de conservacidn (lotes C-30 y C=60), c:iiste un leve aumen,

to en dicho contenido, pero en los lotes C-90;-C-1203; Geljﬂ;;C,iBO,
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este aumento es en cierto modo coincidente con el hecho de que
las bacterias lipolfticas en estos lotes, poseen unas medias de

maduracién,significativamente superiores al testigo.

Por dltimo en aquellos lotes con tiempos grandes de con-
servacién (C-240, C-300 y C-360), en que las bacterias lipolfti-——
‘cas se encuentran en valores inferiores al testigo, existe una
disminucién en el contenida en 4cidos grasos libres, siendo esta
disminucién inferior al lote madurado directamente para los lo--—

tes C-=300 y C-360,

No se ha podido encontrar una buena correlacidu entre
ambas variables para las medias de los niveles de conservacidn,
lo que indica que el aumento en el fndice de 4cidos grasos 1li--—-
bres, se debe no sdlo a la accidn de los gérmenes lipoliticos en
los lotes congelados, sino a otros factores que ademids pueden

ser especialmente influfdos por 1la congelacién. ,

Los resultados hallados para el examen de dureza, median
te 1a célula de Xramer A, (1.951), muestran muy poca variacidn
de 12 misma, ya que s8lo oscilan entre un 0,69 de mfnima y 1,23
de mixima, Estos valores estin comprendidos aproximadamente en
el rango hallado también por Jiménez S, y col, (1.,979) en el que
so llanchego, pero son bastante inferiores a los obtenidos por Ra
mos M. y col. (1.981) en queso de Mahén, donde el incremento es
de 0,36 Kg. a los cinco dfas, hasta 3,82 ¥z, después de dos me--
ses, encontrando incluso en una muestra, un aumento de 0,17 Kg.

a 9’36 K-g'

Segiin De Jong L, (1.976 y 1:977), el incremento de la du

reza en el quesosestd relacionado con el descenso en el conteni-
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o en humedad, el salado, y el descenso en el pil., Este autor,
encuentra en el queso holandés leshanger, que el ablandamiento
de dicho queso, si bien depende dellc0ntenido de humedad, es es-
pecialmente dependiente de 1la hidrélisis de la « s casefna y ocu
rre tanto m&s deprisa, cuanto mayor sea la hidrélisis de ésta.
Nikolaev B.A., y col. (;.969), en quesos de pasta dura, observa
también que el aumento de la dureza esti relacionado con la com-
posicidn qufmica, el contenido en agua, las sustancias nitrogena

das y los 4cidos vol4tiles.

Por otra parte Ramos M. y col. (i.981),encuentran una re
lacién altamente significativa entre el aumento en materia seca
del queso de Hahédn a lo largo de la maduracidn y el aumento en
la firmeza, asf{ como entre ésta #ltima y la degradacién de la o s

casefna,

Correlaciones: Se ha encontrado correlacidn significati
va entre la dureza del queso medida mediante el Instron, tomando
las medias para los diferentes niveles de maduracidn y dichas me

dias para los niveles de humedad (figura n235 ).

El coeficiente de correlacidn encontrado es de 0,87 y el
ajuste ha sido a una curva de tipo exponencial cuya ecuacidn es:

-0,07 X
y = 1,9897 ., e 0s02131

No hemos encontrado sin embargo ninguna correlacién entre’
la dureza y.la degradacién de la casefna, medida como relacidn
P / # _. Tampoco se ha encontrado correlacién en ningin caso
para los fndices a lo largo de los diferentes tiempos de conser-

vacién,
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El contenido en minerales del queso es importante a 1la

hora de considerar éste, como fuente nutritiva para el hombre.

El calcio contribuye al mantenimiento de las casefnas en
forma de complejo (parafosfocaseinato c4{lcico). El hierro y el
cobre tienen especial importancia en la nutricidn humana, aunque
la leche y los productos l4cteos sean deficitarios en ellos; es-
tos oligoelementos actdan principalmente desde un punto de vista
tecnolégico realizando una actividad catalftica en la oxidacién
de 1l{pidos; el zinc activa la carbénico anhidrasa, que cataliza
la sfintesis de fosfolfpidos y el Xanganeso influye sobre la acti
vidad de la fosfatasa alcalina..

La literatura sobre el contenido en elementos ninerales
del queso Manchego es muy escasa, as{ como hay pocos trabajos
acerca de 1a distribucién de los mismos en el proceso de elabora

cidn, Juarez M. y col. (1.981). .

En nuestro trabajo puede estimarse que salvo el sodio,
potasio y magnesio, los restantes elementos quedan retenidos en
la cuajada en proporcién superior al 655 y con . valores del
mismo orden, que los encontrados por Vafopbulou-ﬂestroyannak Ao

(1.977) en queso Telemé,

A la vista de todos estos resultados, puede deducirse
que la congelacidn de cuajadas, tiene un interés econdmiico en or
den a regular el mercado del quesoy obviar el problema de la pro

ducciédn de leche de oveja, que es estacional.

Considerando los diferentes aspectos microbioldzicos y

bioquimicos de 2a maduracién de cuajadas congeladas y conserva-
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das, puede verse que dicha congelacién po&r{a utilizarse como un
recurso Util para paliar dicho problema,ya que no afecta desfavg
rablemente la calidad del producto elaborado, encontrindose los

valores de las variables analizadas dentro de los 1lf{mites. norma-
lés, hallados por otros autores,qqe han estudiado también dichos

procesos de congelacién.
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Con el propdsito de estudiar un método que permita nante
ner abastecido el mercado de queso tianchego, de forma continua,
durante todo el aflo, se han realizado experiencias de congelacidn
de cuajadas de este tipo de queso, sometiéndolas posteriormente
a’ diferentes tiempos de congervaci&n al estado congelado., Para
ello, se han fabricado diferentes lotes de cuajadas, mediante un
procedimienﬁb industrial con leche pasterizada a 729C/20 seg. y los
lotes se han congelado répidamente en tinel a -40°C. Posterior-
mente se han conservado en cfmara frigorf{fica a -202C y HR® de
953, durante 30, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 y 360 dfas. Di
chos lotes descongelados durante cuarenta y ocho horas a 5oC f
192C de temperatura y HR de 847,se han sometida a maduracidén con-—

vencional por un perfodo de cuatro meses,

Antes y después de la conservacidén al estado congélado, '
asf como a lo largo de la madu;acidn, se han efectuado controles
para estudiar el efecto de las bajas temperaturas; sobre diferen
tes grupos microbianos y los cambios ocurridos en determinados
pardmetros bioqufmicos; se ha estudiado también la influencia de
la variacidn cuantitativa microbiana sobre dicdhds-pardmetros,
as{ como las correlacionés'ﬁue pueden existir entre anbos tipos
de variables, llegando después del andlisis y discusidén de resul
tados a las siguientes conclusiones:

e
1.~ Existe interaccidén entre los factores en estudio, (congela-
cién, conservacidn al estado congelado y maduracidn), para todas
las variables analizadas, a excepcidn del {ndice de Protefna to-
tal. Es decir, que el efecto producido sobre cada una de las va
riables, per uno de ellos no es independiente del otro y que el
resultado global sobre cada variable, seri la suma de los efec--

tos producidos pdr cada factor, mds un efecto interaccidn de am-



-190-

bos y mis un efecto residual debido al error al azar,

2.~ Congelaciones muy cortas (treinta dfas), no provocan descen
sos apreciables en el ndmero de gérmenes viables, debido a que
la mayor parte de la flora, en el momento en cue se realiza la
congelacidn estd constituida por gérmenes resistentes (estrepto-
cocos). Conservaciovnes m&s largas sin embarzo, ejercen ya un
efecto destructor sobre la flora viable total, apreciable al des
congelar las cuajadas, manteniéndose éstas en niveles inferiores

al testigo, a lo largo de la maduracidn.posterior,

3.~ La viabilidad de los lactobacilos no parece verse afectada
por conservaciones de treinta dfas durante este perfodo, aunque
sf puede verse modificada su evolucidn posterior a lo largo de
ia maduracidn. Conservaciones m4s largas, provocan una destru--
ccidn importante en el nimero de lactobacilos, pero presumible--
mente la mayor disponibilidad de sustratos, les permite recupe-—
rarse y llegar a superar en nimero incluso al lote testigo.

4.~ Al igual que en el caso de los lactobacilos, conservaciones
de treinta dfas, no afectan muy directamente la viabilidad de
los coliformes, aunque sf{ dificultan su desarrollo posterior en
la maduraciédn. Sin embargo, cuando las conservacliones se reali-
zan durante un tiempo mayor, existe una destruccidn importante
de dichos gérmenes,que ya no puede superarse posteriormente, de-
bido también a la =uma de los efectos del pH y de la acidez del

medio.

5.~ Los valores de gérmenes lipolfticos no se¢ ven afectados has
ta los 240 dfas de conservacién, pudiendo incluso desarrollarse

durante la descongelacién posterior, Cuando las conservaciones
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son superiores, estos gérmenes se encuentran en valores inferio-
res a los del testigo, viéndose dificultada posteriormente su rg

cuperacién.

6.~ El nimero de gérmenes proteolfticos no se modifica por la

congelacidn y las bajas temperaturas de conservaci&n, sin embar-
go durante la maduracidn de los lotes congelados, dichos gérme--
nes e encuentran en valores por encima del testigo, probablemen

te debido a la menor acidez en estos lotes.

7.- Las pérdidas de humedad son mayores en el 1lote testigo,
respecto de los lotes conservados. Igualmente en estos lotes,
los valores de la actividad de agua, son superiores respecto del

testigo.

8.~ Los lotes congelados, presentan un fndice protefna soluble/
protefna total, superior al del lote madurado directamente debi-
do al mayor nmimero de gérmenes proteoliticos, si bien el aumento

de dicha proteolisis a lo largo de la maduracién es m4s lento.

9.~ Se ha observado una correlacidn siznificativa entre el aumen
to del Indice protefna soluble/protefna total y el descenso de
gérmenes protedflfticos a lo largo de la maduracién global de di-
chos lotes. MNo se ha encontrado sin embargo, ninguna correlacidn

a lo largd de los diferentes tiempos de conservacién.

10.- Yo se ha podido encontrar ninguna degradacidn de la /5 ca—-
sefna y si, sin embargo de la o s casefna., Dicha degradaci&n es

mia lenta en el caso de los lotes 'congelados.
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11.~ No se ha encontrado una correlacidn entre la degradacidn
casefnica y los gérmenes proteolfticos a lo largo de la madura--
cidn, debido a la accidn del cuajo, como principal agente hidrolf
tico de 1a o s casefna. Tampoco se ha obsevado dicha correla--—

cién a lo largo de la conservacién.

12,- Se ha observado un aumento en el countenido en 4cidos gra--
sos libres de los lotes congelados respecto del testigo, excepto
en aqﬁellos lotes que han sufrido mayores tiempos de counserva-—-

cién.

13.~ Existe una correlacidn significativa entre el aumento de
los Acidos grasos libres y la variacidn de gérmenes lipolfticos
a lo largo de la maduracién global de todos los lotes. MNo se ha
encontrado correlacidn a lo largo de la conservacién,

14.- Se observa una correlacidn muy significativa entre la va-——
riacién de 1a actividad del agua en el queso a lo largo de la ma
duracidn y la variacién emn el nidmero de gérmenes viahles. Esta
correlacidn es lineal, observindose que el unlmero de gérmeunes
disminuye,a medida que disminuye la actividad de agua del queso.
Yo se ha encontrado una correlacidn significativa para las medi-s

de los diferentes niveles de conservacidén.

15.~ Lla disminucidn en el contenido de agua del queso y el au--—
mento de la dureza,estfn correlacionados si tomamos las medias

para los diferentes niveles de maduraeién, si bien dicha correla
cifén no ha sido hallada para las medias de los niveles de conser

vacién al estado congelado.
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16.~ Durante la conservacién al estado congelado y la maduracidn
posterior del queso,no se ha encontrado correlacidn entre la de-

gradacidn de 1la d's casefna y el aumento de la dureza,

17.- Se ha encontrado que salvo el sodio, potasio y magnesio,
los restantes elementos metilicos, quedan retenidos en la cuaja=-

da en proporcién superior al 65%.
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Cantenido en humedad
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FIGURA.- 22. ISOTERMA OF Sm(:'.lON Y CRECIMIENTO - DE GERME-
NES EN FUNCION DOEL CONTENIDO EN HWEDAD Y ACTIVIDAD
DE AGUA DEL. QUESOD.
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A LO LARGO DE LA MADURACION
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