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CAPITULO 1

INTRODUCCION

I.1. Generalidades.

L p s

indussi ateclr-xolog:a 'de Sla falbrlcl:aclon del queso es una de las mis complejas y variadas de la
alimentaria. Se calcula (Davis, 1965) que an i
ualmente se destina is d i
de toneladas de leche a 1 icacion d . oty o
a fabricacién de este producto, 1 i

ton )  la i , lo que pone de manifiesto su extraordi-
::rl:l xmpor;ancxa econdmica. La diversidad de la misma queda evidenciada si se considera que
isten en el mundo cerca de un millar de variedades y que pricticamente todas ellas se obtienen

a partir de leche procedente de t i i
r res especies de mamiferos (vaca, cab j icié
relativamente homogénea. ( ;csbra y ovela) de composicién

Aun i i i
. que es pgmble que. tal diversidad de productos sea un tanto artificiosa, en cuanto que
t f‘ran r;umero e las variedades reconocidas son muy similares, es indudable que los distin-
os tipos de quesos ofrecen caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas claramente muy dis

:ilntas resul'tantes de lz% accién conjunta sobre los componentes de la leche de un gran ntimero
e factores interdependientes que pueden clasificarse en:

1) Factores microbiolégicos: icié
gicos: composicién de la flora originalmente
. c ‘ resente e
y la accidentalmente 1legada a ella o intencionadamente afiadida ’ n fa feche
. 2(-)1 Fdactlores.bxoqmmicos: accién de los enzimas de la leche que quedan retenidos en la
cuajada, de los liberados por las bacterias, levaduras y mohos y de los presentes en el cuajo

3) Factores fisicos y fisico-quimicos: temperatura, pH y efectos osméticos.

4 F PR . . .
) .)’ dactores :}UImlCOS. agua y calcio retenidos en la cuajada, concentracién salina y com-
posicién de la atmésfera (humedad, CO5, amoniaco, etc.).

) T . ] ] > y oy -
5 Iacto €S Imecanicos: corte gitacion, trituracion f ota P qu

agit. , t T T miento rensado etc € mo
dlflCaﬂ IOS efectos de 1()5 precedentes.

La. m‘lpo.rtancia relativa de estos factores varia en los distintos tipos de quesos y algunos d
ellos ni sxqulera.actﬁan en determinadas variedades. Los mds importantes y, sin dZd E;‘ ks
irt;cuen;emente implicados son los factores microbiolégicos y bioquimico;; su coi’tri(l))su;l:sn
130 r;b a iu;l: ltiigl(:isdzt?::: ;lgpzr(;ez(l)l agnlgba%, la n}aguracién por ejemplo, es practicamente del

. 0 la cuajada que es un gel de fosfocaseina ilci
(que er.lg(li?ba grasa, otras protefnas y sales) muy eldstico con un sabor poco acusado yt(;r:iaclt(;:z
mente indiferenciado se transforma en un producto més o menos estructurado, a veces con «ojos»,

con una c icié imi i isti
; omposicién quimica muy variable y unas caracteristicas organolépticas (olor y sabo )
recuentemente muy acusadas. ’

ope . 2 . . . .
EStaS InOd]flCaclOlleS mas o0 menos mtensas, segun el tlpO de queso, se deben a las acciones
P 1mas lacteos mlcroblanos y de ) € 10s componentes quimico:
€s elelCaS de 105 enzim 1 cua o SObI' 1
s s de
] . p 1] y Jo,
la cuajada Sl" despxecml la im ortancia xelatlva de los enzimas de la leche el cuajo, ni la de
] q o td
105 factores flSlCOS flSlCO- uilmicos y mecanicos que modulan la accion de unos y otros, es, sin
duda, la ﬂora rﬂlCIOblalla paItlcxpante en el proceso maduratlvo la lespﬂllsable de las dlferenclas
g pticas amentales 105 1stint p q
or anole tic flllld M 1 de d stintos tipos de uesos. ESt ﬂO a, en 105 11 mados quesos
q . a ra, a d
ural, fabllCad()S con leche no tral ada or el calo s la ori inaimen esent
de maduxaclon nat rat, P lor e 1
T1g) mente presente
en la alment He ada a ella. Fomlaudo parte de esta flO nat € n,
misma o a(}(ﬂdelll 1 ente g ra ural S halla y
con fxecuencm, micCroorganismos patogenos tales como a.lgun()s estafllococos, salmonelas, brucelas
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y Mycobacterium tuberculosis que pueden causar graves problebrflas dsalnltlz_llrlos al‘ (‘:gnzu(rimi(;r;r
i ivacié durativo, por los cambios del pH y actividad de ua,
de cuya inactivacion durante el proceso ma , > y oo 12
i riesgo potencia
i i te en el caso de las brucelas. Para liberarse de
no es posible fiar, especialmen e
que su supervive;lcia supone, especialmente en los quesos fresx}os y dg nlladlur;cloglco(r:téaéi;
islacié i fi tre ellos, exige la pasterizacion de la leche. «

legislacion de algunos paises, Espaifia en 3 ' e la Lo, e e

i i fi i ha entrado en vigor, en su articulo 5.1o. q
Alimentario Espafiol», que todavia no . A 31 dice

;] i i izaci6 ia de la leche para todos los tipos de quesos comp
«sera obligatoria la pasterizaclon previa : e
ificacié 1los cuyo consumo se realice antes de los tr .
en la clasificacién de «queso fresco» y aque tmo se . s tres mescsr
islacién vi ifi la Orden del Ministerio de la Gobernaco
La legislacién vigente se especifica en e °
junio de 1968 (B. O. del Estado, nam. 185, de 2 de agosto) por 1:11 qluel, «;:omo pr«lever{c;)onai?fr)n
i i terizacién obligatoria de la leche para la elabor

1a lucha contra la brucelosis, se exige la pas a le borac

de los quesos frescos y de los que se consuman antes de los dos meses sigulentes a su fabricacién».

Los tratamientos térmicos utilizados para la pasteriza'cién”de la leche c'le(sitr;yenuleoiri rxl':i
croorganismos que mayor trascendencia tienen en la (.letermmaclon de las profpl}j: la ez q o final
mente muestra un queso. Resulta, por ello, necesario cl.lando.el queso se ~a ;l'(;a P
leche pasterizada, la sustitucién de la flora natural por otra mtencmnadamer.!te afia .1 a.

Si se pretende mantener las caracteristic.as propias de un deter{{lmnado. tqﬁ)iaiz q:ees;a::
fabricarlo con leche pasterizada, es imprescindible conocer a fondo la fo;a. microl ian: ge St
ticipa en la determinacién de tales propiedades cuando el queso se fabrica a p
cruda y la importancia relativa de cada uno de sus componentes.
esta naturaleza referido al queso gallego

rabajo constituye un intento de a
ey J ya que su consumo se efecttia entre 3 y 4 se-

i i uracién es corto,
tipo «Ulloa», cuyo periodo de mad i : !
manas después de su elaboracién y que por tanto deberia fabricarse con leche pasterizada.

1.2. Queso tipo «Ulloa»: caracteristicas.
Se fabrica esta variedad, principalmente, en la provincia de Lugo y se puede definir como:
«Queso de pasta no cocida, de cuajada lavada y unas dimensiones me('ii:.xs de 20 cm fie
digmetro por 4-6 cm de altura, tabricado exclusivamente con leche de vaca afllFlonada dedcuajo.
La corteza es fina y eldstica y la masa interna blanda, contemendc.o como minimo flO grl 4: ‘Iyna-
teria grasa por 100 gr. de extracto seco y cuyo contenido en materia seca es superior a o».
La produccién quesera gallega, en general, segin CompaIRE (1966) queda recogida en la
siguiente tabla (Tabla L1.). . 1
Si tenemos en cuenta que el queso de Tetilla solamente se diferencia del tipo Ulloa e:il a
forma, se deduce que se destinan anualmente 20.175.000 millones de litros de leche a la gro uc-
cién t:le éste, obteniéndose 2.667.500 Kg. de queso que representa el 89,30 % de la produccion

TABLA L1

Produccién anual de los diferentes tipos de quesos gallegos

Leche utilizada Quesos iaborados
Tipo de queso (litros) (Kg)
imé 638.750 73.000
gzrrleg;;non 2.190.000 306.0())(;
Ulloa (1) 7.300.000 ) 173?(7)(;:)(0
Tetill 12.775.000 877.
TE)’]F:L 22.903.750 2.987.100

(1) A esta cantidad hay que afiadir unos 60.000 Kg de queso que anualmente se fabrica en Orense y €s
semejante en todos ios aspectos, al tipo Ulloa.
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quesera gallega. Dado que esta variedad de queso se fabrica tradicionalmente con leche cruda,

la preparacién de un cultivo o «fermento» apto para su elaboracién con leche pasterizada ofrece
un considerable interés econémico.

Por otra parte, pese al volumen de su produccién, tanto su microbiologia como su bioquimica
son totalmente desconocidos.

1.3.  Aspectos microbiolégicos de la maduracion del queso.

Los microorganismos que en uno u otro momento participan en el conjunto de transforma-
ciones sufridas por la cuajada, merced a las que adquiere las caracteristicas propias de un queso
determinado, son muy numerosos y pertenecen a tres grandes grupos: bacterias, hongos y
levaduras; en tanto que en la maduracién de ciertos tipos de quesos sélo participan las bac-
terias, no puede decirse que exista un solo queso maduro exclusivamente por hongos o levaduras.

Aqui trataremos exclusivamente de las bacterias que més frecuentemente intervienen en los
procesos madurativos y de las funciones por ellos desempefiadas, haciendo énfasis en aquellas
que participan en la maduracién de los quesos de caracteristicas similares a las del tipo «Ulloa».

1.3.1. Gérmenes ldcticos.

La tnica etapa ab<olutamente imprescindible en el proceso general de elaboracién del queso
es la coagulacién de la leche, que no es mas que la ruptura del equilibrio coloidal en que se
encuentran las particulas e fosfocaseinato célcico a consecuencia de la cual precipitan y forman
un gel tridimensional: la cuujada. Este equilibrio suele romperse, para la fabricacién del queso,
por la accién hidrolitica que ¢l cuajo ejerce sobre la k-caseina, proteina responsable de la esta-
bilidad en la leche de las particulas de fosfocaseinato calcico, aunque la cuajada puede también
formarse bajo la exclusiva accién de otros factores como un pH suficientemente bajo (entre 4,6
y 5,4). Se obtiene asi dos formas de cuajadas: 4cidasy enzimdticas, de propiedades muy distintas
y de gran trascendencia en la marcha de las etapas que van a tener lugar posteriormente. La
mayor parte de los quesos se fabrican a partir de una cuajada mixta que participa, en diverso
grado, de las propiedades de ambos tipos de cuajada y que se logra mediante la accién del cuajo
y la acidificacién causada por la accién de los gérmenes lacticos sobre la lactosa de la leche.

Los gérmenes licticos desempefian pues, desde el comienzo, uno de los papeles de mayor
importancia en la elaboracién del queso; el acido l4ctico por ellos producido no sélo es capaz
de coagular, «per se», la leche y de favorecer la accién del cuajo, cuando la coagulacién es
mixta, sin que facilita la retraccién del codgulo y la expulsién del suero, confiere a la cuajada
ciertas caracteristicas fisicas que influyen en la textura final y controla las actividades proteo
y lipolitica de los distintos agentes responsables de las mismas, de un lado por gobernar el cre-

cimiento microbiano impidiendo el desarrollo de los gérmenes putrefactivos, y de otro, por influir
sobre la actividad de todos los enzimas.

Los gérmenes lacticos producen ademés, otras sustancias; algunas, como el diacetilo, pro-
vistas de propiedades aroméaticas deseables en unos casos e indeseables en otros, otras que ejer-
cen un efecto regulador del crecimiento de otros gérmenes, bien por poseer valor de factores de
crecimiento, bien por ofrecer un carécter antibiético, como la nisina.

Fueron clasificados por KLuyver y DonkER en 1935, en homofermentativos y heterofermen-
tativos, atendiendo a la ruta metabélica utilizada para la transformacién de la lactosa en 4cido
lactico; en el primer grupo se incluyen aquellos microorganismos que dan un solo producto
final, 4cido l4ctico, a partir de la lactosa y en el segundo los que liberan cantidades notables de
otros compuestos como COy, dcido acético, dcido formico, acetaldehido, diacetilo, etc.

La distincién entre gérmenes lacticos homo y heterofermentativos no tiene unos limites
precisos (GonsaLus y NIven, 1942). En los momentos actuales se considera que existen tres
tipos de gérmenes licticos (BuyzE y col., 1957), dependiendo de la posesién de aldolasa, 6-fos-
fatodeshidrogenasa y 6-fosfogluconatodeshidrogenasa. Los homofermentativos poseen aldolasa y
carecen de las deshidrogenasas, siguiendo en la degradacién de la glucosa el ciclo de Embden-
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Meyerhof. Los heterofermentativos carecen de la aldolasa y triosafosfatodeshidrogenasa pero
poseen glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa y 6-fosfogluconatodeshidrogenasa, y una fosfocetolasa,
metabolizando la glucosa via la ruta de Warburg-Dickens, dando por cada unidad de glucosa
una de CO, y otra de fosfato de pentosa que merced a la accién de la fosfocetolasa se escinde en
d-3-fosfogliceraldehido (que ingresa en la ruta de Embden-Meyerhof y produce 4cido lactico)
y acetil fosfato que puede pasar a acetaldehido y transformarse en etanol, acetoina, diacetilo, etc.

El tercer grupo, los heterofermentativos facultativos, poseen tanto la aldolasa precisa
para el funcionamiento de la via Embden-Meyerhof como las deshidrogenasas y fosfocetolasa de
la ruta de los fosfatos de pentosa; siguen generalmente las rutas metabélicas de los homofermen-
tativos obligados, pero cuando las condiciones son adversas pueden seguir la de los fosfatos de
pentosa,

En el grupo de los lacticos homofermentativos se incluyen hoy ciertos estreptococos del
grupo fisiolégico «lictico» (Streptococcus lactis y S. cremoris) (MarTH, 1963) y algunos lacto-
bacilos, los grupos Thermobacterium y Streptobacterium de Orla Jensen (Rocosa y SHARPE,
1959) y el género Pediococcus (GUNTHER, 1959). Como lacticos heterofermentativos se clasifican
el Streptococcus diacetilactis (MARTH, 1963), el género Leuconostoc (MarTH, 1963) y los Beta-
bacterium de Orla Jensen, pertenecientes al género Lactobacillus (Rocosa y SHARrpE, 1959).

1.3.1.1. Estreptococos ldcticos homofermentativos.

Entre los primeros estudios sobre el papel de los estreptococos lacticos en la elaboracién
del queso se encuentran los de Evans y col,, (1914, 1918), quienes concluyeron que estos gér-
menes se encuentran con regularidad y en gran niimero en todos los quesos tipo Cheddar y que
su funcién primordial es la produccién de icido l4ctico a partir de la lactosa.

Ambas especies son muy similares pero Streptococcus cremoris no crece a 40°C., ni produce
amonfaco a partir de la arginina o peptona, tampoco fermenta la maltosa y es menos resistente
a las condiciones adversas para el crecimiento. En casi todas las variedades de queso de pasta
no cocida intervienen ambas especies (S. cremoris y S. lactis).

El S. cremoris es el germen responsable de la acidificacién inicial producida por los cultivos
usados para la fabricacién del queso aunque a veces, puede deberse a alguna cepa de S. lactis
(CoLLINs, 1962). Ambos suelen usarse en cultivos mixtos. En el curso de la maduracién suelen
evolucionar de un modo distinto; en el queso Cheddar, S. lactis perdura, en grandes nimeros,
durante 8 semanas y disminuye luego gradualmente; el nimero de células de S. cremoris se
va extinguiendo, en cambio, ripidamente a partir de las 2 primeras semanas (Dawson y FEAcAN,
1957). La diferente resistencia de las dos especies permite el logro de condiciones adecuadas
para que otros microorganismos proliferen y determinar de una forma indirecta las caracteris-
ticas organolépticas finales, al controlar la implantacién de una flora con intervencién directa
en la produccién del aroma.

Si la accién acidificante de los estreptococos licticos es o no suficiente para el logro de un
producto final satisfactorio sin necesitar para ello de la colaboracién de otros gérmenes, es una
cuestién sobre la que existen opiniones contradictorias: WHITEHEAD y col. (1939) opinan que
S. lactis y S. cremoris pueden producir suficiente dcido para asegurar un buen producto final
mientras que SzaBa y BaLaTon1 (1962) afirman lo contrario.

1.3.1.2. Lactobacilos homofermentativos.

Los lactobacilos homofermentativos tienen una especial significacién. Colaboran en las pri-
meras fases de la fabricacién del queso con los estreptococos lacticos, en la acidificacién;
prolongan su accién hasta etapas mds avanzadas que aquéllos (cuando todos los estreptococos
han desaparecido) (DawsoN y FEacan, 1957 ; Jouns y CoLE, 1959) y contribuyen a la hidrélisis
de la caseina y de la materia grasa.

Se afslan en todos los quesos, incluso en los frescos. Provienen principalmente de la leche
(PERRY y SHARPE, 1960) aunque también pueden proceder de contaminaciones a partir del
aire y otras fuentes (NAYLOR y SHARPE, 1958). Los lactobacilos constituyen la flora mds impor-
tante de todos los quesos duros y de la mayor parte de los semiduros, predominando en los alti-
mos estadios de la maduracién.
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Sen un componente esencial de la flora de todos los quesos, excepto en aquellos cuya ma-
duracién es de unos pocos dias, en que los predominantes son los estreptococos licticos.

Su accién no siempre es deseable; ciertas especies producen sabores no convenientes para
determinadas variedades de quesos, como ocurre con el L. plantarum que puede dar lugar a un
ligero sabor amargo, no deseable en el queso Cheddar (DEANE y col., 1945).

En los quesos de pasta cruda sélo tienen importancia los lactobacilos meséfilos homofer-
mentativos (Streptobacterium de Orla Jensen); los terméfilos se utilizan para los quesos de
pasta cocida y los heterofermentativos son microorganismos nefastos para la industria quesera,
puesto que pueden provocar el hinchamiento precoz de la cuajada o del queso recién fabricado.
En la leche suelen hallarse lactobacilos homo y heterofermentativos pero, afortunadamente, el
ritmo de proliferacién de los @ltimos es menor que el de los homofermentativos (PERRY Y SHARPE,
1960). Estos autores observaron en la leche usada para la fabricacién de queso Cheddar L. casei,
L. plantarum, L. brevis y L. fermenti; los dos Gltimos (heterofermentativos) proliferaban mucho
menos que los primeros (homofermentativos); MaBsITT y ZIELINSKA (1955) demostraron con an-
terioridad que el equilibrio de aminodcidos en el queso joven es desfavorable para el crecimiento
de L. brevis y que el incremento de la presién osmética por la subida de la tasa de aminoacidos
libres al cabo de seis meses de maduracién ejerce también, sobre ellos, un efecto inhibidor.

Al L. plantarum apenas se le concede importancia en la maduracién del queso (Avars, 1970)
a excepcién del queso CHEDDAR (PERRY y SHArPE, 1960; Davis, 1965), donde siempre estd
asociado a otra especie del mismo género, generalmente al L. casei. Esta asociacién también ha
sido demostrada en el queso «Cabrales» (Burcos v col., 1971).

En definitiva, los lactobacilos homofermentativos cumplen las siguientes misiones en la
elaboracién del queso:

1) Aseguran una acidificacién regular durante todo el proceso de maduracién.

2) Ejercen, por ello, una accién inhibidora, comenzada ya por la acidificacién produci-
da por los estreptococos, sobre los gérmenes nocivos, especialmente sobre el Clostridium butyricum,
Echerichia coli y Staphylococcus aureus, que sélo proliferan en torno a la neutralidad.

3) Contribuyen, merced a sus proteinasas y peptidasas, a las degradaciones protéicas ocu-
rridas a lo largo de la maduracién.

1.3.1.3. Otros gérmenes ldcticos que intervienen en la maduracién de algunos quesos.

En la maduracién de los quesos de pasta cocida intervienen especies de estreptococos y
lactobacilos que proliferan a temperaturas superiores a las ya estudiadas.

Especial relevancia entre ellos posee el S. thermophilus, germen homofermentativo de
capital importancia en la elaboracién del queso tipo Emmental, que se desarrolla bien sélo en
presencia de productos de hidrélisis de la caseina, lo que explica su asociacién simbiética con
los lactobacilos. Suele intervenir asociado al L. helveticum que es también homofermentativo
y terméfilo.

En la elaboracién del queso «Cottage», adquiere un gran interés el S. diu: ctilactis, germen
heterofermentativo, buen productor de diacetilo, una sustancia de elevado poder aromitico que
es un contribuyente fundamental del «bouquet» de este queso pero indeseable en otros muchos.

En algunos quesos se encuentran especies del género Leuconostoc; es dudoso que su par-
ticipacién en los procesos madurativos sea, en algiin caso, deseable. Algunas especies, L. citro-
vorum y L. dextranicum son buenos productores de diacetilo. Las especies de este género carecen
de efectos proteoliticos (TiTTSLER y col.,, 1948) y pueden agrietar el queso y conferirle sabor
amargo (HANSEN y col,, 1933; DEANE y col., 1945).

13.2. Otras bacterias (no clasificadas como gérmenes ldcticos) que intervienen en la madura-
cion del queso.

Todos los microorganismos presentes en la leche pasan a la cuajada y ejercen alguna funcién
en el proceso madurativo de los quesos de pasta cruda pero algunas desaparecen rapidamente
porque el dcido lctico producido por los gérmenes fermentadores de la lactosa seleccionan la
flora.

En los quesos con caracteristicas similares al que este trabajo se refiere se han aislado con
frecuencia micrococos y enterococos.
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1.3.2.1. Micrococos.

A pesar de su bien conocida actividad proteolitica y lipolitica y de la certeza de que casi
siempre existen en los quesos (AvForp y Frazier, 1950; Feacan y Dawson, 1959; HuckEer, 1922;
IrvINE y BEAcH, 1962) no se ha prestado demasiada atencién al papel que puedan representar en
la maduracién y su contribucién al «<bouquet».

Las opiniones sobre sus efectos, en los casos en que se han estudiado, son contradictorias.

Harris y HAMMER (1940) estudiaron los efectos de su adicién a la leche pasterizada para
la fabricacién de queso Cheddar; algunos cultivos mejoraban el sabor, otros no lo afectaban vy,
finalmente, algunos producian efectos indeseables. Concluyeron que ciertas cepas podrian uti-
lizarse en los cultivos usados para la maduracién de este queso.

DEANE y ANpERSON (1942) opinan que la adicién de micrococos al queso Cheddar mejora
su sabor y textura. En cualquier caso, su supervivencia en el queso es corta, el niimero de micro-
cocos presente en la cuajada disminuye en un 70 % en la primera semana y el 99,5 % ha desa-
parecido a las 5 semanas (RoBERTSON ¥ PERRY, 1961).

Es evidentemente necesario, un estudio con més profundidad referente a sus funciones en
la maduracién del queso antes de considerar su empleo como componentes de los cultivos usados
para la fabricacién de quesos a partir de leche pasterizada.

1.3.2.2. Enterococos.

La contribucién de los enterococos a la maduracién de diversos tipos de quesos ha sido
més extensamente estudiada.

Se encuentran en casi todos los quesos. Tanto en el Cammembert (LENOIR, 1962) como en
el Roquefort (DEvoyop, 1969) y Cheddar (CLark y REinsoLp, 1967), alcanzan cifras de hasta
107 - 108 gérmenes/ gr. Las especies mds frecuentemente encontradas son S. faecalis y sus varie-
dades y S. durans (CLark y REINBOLD, 1967).

Czurak y Hammonp (1956) investigaron el uso de cepas no hemoliticas de S. durans como

componentes de los «starters», concluyeron que este gérmen produce tanto dcido a 45°C como
S. lactis a 30°C o S. thermophilus a 45°C. Sugieren, ademds, que la citada especie, S. durans,
ofrece la ventaja de ser mds resistente a las concentraciones salinas. Podria emplearse, al igual
que S. thermophilus, como sustitutivo del S. lactis y del S. cremoris cuando a lo largo del proceso
de maduracién se utilicen temperaturas altas y no puedan proliferar los gérmenes tipicamente
lacticos. .
Kosikowskl y DAHLBERG (1948) estudiaron los cambios experimentados por el namero de
S. faecalis durante la maduracién del queso Cheddar; aumentan rapidamente durante el proceso
de elaboracién, estan presentes en la cuajada y son los microorganismos mas abundantes a lo
largo del proceso madurativo. Fabricaron quesos con un cultivo compuesto por estreptococos
lacticos y S. faecalis observando que maduraban rdpidamente y tenian un sabor excelente
(DanLsErc y Kosikowski, 1949).

S. faecalis y S. durans se han usado con frecuencia en la fabricacién acelerada del queso
Cheddar (MagsitT, 1961).

DeaNE (1951) comprobé que afiadiendo 0,1-0,5 % de un cultivo de S. faecdlis, var. lique-
faciens a un «starter» para la fabricacién de queso Cheddar, se obtenia un producto final de
maduracién rapida aunque con un sabor amargo. TiTTsLER y col. (1948) y YATEs y col. (1955)
efectuaron experiencias similares y observaron una profunda proteolisis y un sabor ligeramente
amargo.

También se ha intentado utilizar S. faecalis para la aceleracién del proceso madurativo del
queso Emmental pero sin mucho éxito (WINKLER, 1954).

14. Aspectos bioquimicos de la maduracién del queso.

Un queso en maduracién es un sistema bioquimico muy complejo donde se establecen nu-
merosos equilibrios y se entrecruzan miltiples rutas de degradacién y sintesis; el producto de
una de estas reacciones se convierte con frecuencia en sustrato de otras. La composicién de un
queso a lo largo de proceso madurativo sufre, por ello, miltiples cambios. Pequefias modifica-
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ci?nes ambientales e intrinsecas son capaces de producir profundos desplazamientos del equili-
brio de las numerosas reacciones implicadas, lo que constituye el fundamento cientifico de al-
gunas de las diversas manipulaciones a que, en la elaboracién de los diferentes tipos de quesos
se someten éste y la cuajada. ! ’

En el curso de la maduracién se van acumulando en grado diverso los numerosos contri-
b}1yentes de su «bouquet» (péptidos, aminodcidos libres, aminas, amoniaco, cetonas —espe-
cl?lmente. metil cetonas—, aldehidos, acidos grasos libres, los f3-ceto e hidrm:iderivados de los
mismos, intermediarios del ciclo de Krebs, etc., etc. Estos compuestos, generalmente ausentes
o en bajas concentraciones en la leche original, surgen como consecuencia de las transformacio-
nes metabgélicas sufridas por los compuestos mayoritarios de la leche: lactosa, triglicéridos
otros lipidos menos abundantes y proteinas, especialmente las caseinas, a las qu,e no son ajenO}S,
otros componentes de la leche tales como sales minerales, vitaminas, etc,, por su accién
moduladora sobre algunos de los responsables fundamentales de las mismas. ' )

Estas transformaciones estan, en su mayoria, catalizados por enzimas de diversa procedencia;
unos llegan al queso en maduracién con la leche de cuya composicién normal forman parte,
otros l.e son aportados con el cuajo y la mayor parte son endo o exoenzimas microbianos. '

51{1 negar la importancia que realmente tienen ciertos procesos de sintesis, especialmente
de amino4cidos, ‘::icidos grasos y aldehidos, es, sin embargo, indudable que en’la maduracién
de los quesos dominan los procesos hidroliticos: glicolisis, lipolisis y proteolisis.

L4.1.  Glicolisis.

El. unico hidrato de carbono cuantitativamente importante de la leche es la lactosa, un
. . P . - ’
glus:oplranosnl B-galactopiranésido. La primera reaccién que ha de sufrir en su proceso degra-
dativo es su hidrélisis efectuada bajo el efecto catalitico de una lactasa (o més correctamente una

B-galilctoadasa) que rinde sus dos monosacaridos constitutivos: glucosa y galactosa.
a glucosa ingresa de inmediato en la ruta de Embden-Me
. -Meyerhof (EM) o en la Warburg-
Dickens (WD) (figuras I.1. y 1.2,). : )
La galactosa se transforma en
glucosa, lo que es llevado a efecto del siguiente m

(KANDLER, 1961): ¢ ode
' La galactosa se transforma en galactosa-1-fosfato (figura 1.3) bajo la accién de la galacto-
quinasa; la galactosa-1-fosfato da con uridin-difosfato-glucosa, uridin-difosfato-galactosa y glucosa-
1-fosfato, en una reaccién catalizada por la galactosa-1-fosfato transuridilasa. La uridin-difosfato-
ga!actosa formada s'ufre una epimerizacién bajo la accién de la uridin-difosfato-galactosa-él--‘
?pllfnerasa y sefconv1erte en uridin-difosfato-glucosa con lo que se cierra el ciclo. La glucosa-6-

osfato se transforma bajo la accién de la fosfoglucomutasa en i

glucosa-6-fosfato y como tal in

en la ruta EM o en la WD, Y e
El conjt‘mto de reacciones que transforma la galactosa en glucosa-6-fosfato representa siem-
pre un ol’)staculo que es el que determina que con frecuencia se halle en el queso galactosa du-
;ante periodos de tiempo més largos que aquellos en los que es posible detectar glucosa o algunos
e sus fosfatos. .El producto final del metabolismo de la glucosa a través de la ruta EM es el
piruvato en equilibrio con el 4cido l4ctico, gobernado por la lactodeshidrogenasa. La ruta de
WD conduce a la formaciin, a partir de una molécula de glucosa, de una de CO, y otra de

f?ffato de Pentosa (figura 1.2), con muchos destinos metabélicos; uno de los cuales es la forma-
cién, catalizada por la fosticctolasa, de acetilfosfato y 3-fosfogliceraldehido. Este dltimo se
incorpora a las etapas finales v la ruta EM y acaba en 4cido pirtvico <5 lactico. El acetilfosfato

tiene diversos destinos metabélicos: 4cido acético, acetaldehido, etanol, acetoina, diacetilo, etc.

E!’piruvatp puede ingresar en el ciclo de Krebs, previa transformacién en acetil CoA,’hajo
la’a.ccwn de piruvatooxidasa, condensidndose con CO,, en una reaccién catalizada por el enzima
madlico, para dar dcido maélico, condensindose con el 4cido oxalacético, para dar 4cido citrico
bfijo la accién de la citratosintetasa. Por retirada de algunos de los intermedarios del citadt;
ciclo y entrada en nuevas rutas, contribuye a la sintesis de los aminoacidos aspartico y glutdmico
al la' de acetoina y diacetilo y a la de propionato, También puede dar origen al aminoécidc;
alanina,

) .El dcido lactico puede, a su vez, en ciertos quesos, transformarse en 4cido propiénico y
acético,
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deshidrogenasa
6-Fosfogluconato + TPNH« H*
Fructosa - 1-6 -difosfato 6-Fosfogluconcto deshidrogenasa
l + TPN
Aldolasa Ribulosa 5 Fosfato + CO,+ TPNH « H*
/\ l Fosfocetopentosaepimerasa
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+ PO,
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v

1.3 difosfoglicerato Acetiifosfato + Fosfogliceraldehido
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wiosfogliceratoquinasa ‘ Aceto -
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! . ¥ «VIA EM
2- fostoglicerato Acetaidehido+ DPNH » H*
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v
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Figura 1.2: Degradacién de la glucosa por la ruta de Warburg-Dickens (WD).
=3 piruvato quinasa

v
piruvato

lT"lac!ato - deshidrogenasa
lactato
Figura L.1: Degradacién de la glucosa por la ruta de Embden-Meyerhof (EM).

— 9234 — —235—



GALACTOSA

ATP

Galactoquinasa —> (
ADP

GALACTOSA -1-P

UDP GLUCOSA \ /- Galactosa -1-P-Transuridiizsa
UDP- Galactosa
-4-Epimerasa \)
GLUCOSA 1-P

UDP GALACTOSA

| P- Glucomutasa
v

GLUCOSA -6-P

VIA EMP 6 VIA W-D

Figura 1.3: Metabolismo de la galactosa por los gérmenes lacticos.

El 4cido acético puede ser utilizado, en la masa en maduracién, para la sintesis de 4cidos
grasos o, tras su entrada en el ciclo de Krebs, como acetil CoA, dar lugar a los aminodcidos
antes citados. La figura L4 recoge las principales rutas metabélicas seguidas por el acetato y
piruvato, procedentes de la degradacién de la lactosa.

S
AMINOACIDOS LACTOSA ACIDOS ?;:RASO

A_CMK\CA‘ ACIDO _PROPIONICO

ACETALDEHIDO ACIDO LACTICO

ACIDO
ACIDQ VALERICO
«CETOGLUTARICO ACIDO
S OXALACETICO
ACIDO / .-ACID ACETICO «— ACIDO 1{
OXALASUCCI- ACIDO ¥ L icerri-co 4) " ACETOACETIICO

NICO CITRICO
~—— ACIDO _ACETOLACTICO
+
ACETOINA
'y

Figura L4: Principales rutas metabélicas seguidas por el acetato y piruvato en el metabolis-
mo de la lactosa por los gérmenes licticos.
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Cuéles sean los productos finales mds abundantes del metabolismo de la lactosa, dependen
de los microorganismos presentes y de las condiciones imperantes. Practicamente, ninguno de los
microorganismos clasificados como homofermentativos, rinden sélo 4cido lictico a partir de
la lactosa o de la glucosa. El S. cremoris, cuando crece en medio glucosado sin control del pH,
produce ademds de acido lictico, dcido acético y férmico, COs y etanol; S. lactis da idénticos
productos (excepto férmico) més acetoina. S. faecalis, var. liquefaciens tiene como productos
finales del metabolismo de la glucosa, ademas de los citados, glicerol. Si el pH se fija en 7,
S. lactis no produce acetoina y si 2,3 butanodiol y S. cremoris produce ademds acetoina y glicerol
(PrLaTT y FosTER, 1958). Se han citado otros productos de degradacién de la glucosa por los
estreptococos lacticos, como acetona y acetaldehido (HarvEy, 1960).

La pequefia proporcién de estas sustancias producida por las bacterias licticas sugiere
(KANDLER, 1961) que estos gérmenes homofermentativos posean los enzimas necesarios para la
oxidacién directa y descarboxilacién de la glucosa-6-fosfato a ribulosa-6-fosfato y su posterior
entrada en la ruta de WD, propia de los gérmenes heterofermentativos.

Sobre el metabolismo de las bacterias lacticas ejerce gran influencia el CO,; el crecimiento
inicial de S. lactis y S. cremoris en la leche, depende de la proporcién de CO. presente. Si se
extrae constantemente el CO, de la leche, todas las cepas de estas especies ven retrasado su cre-
cimiento. Para lograr un crecimiento inicial éptimo, los estreptococos lacticos requieren la pre-
sencia de CO, disuelto en la leche en una concentracién comprendida entre 0,2 -0,3 % (WHITE-
HEAD y col., 1958). Un exceso de CO, lleva consigo la inhibicién del crecimiento (GARVIE, 1959).

La importancia del CO, en la regulacién del crecimiento de las bacterias lacticas se
explica teniendo en cuenta: a) que su condensacién con dcido pirdvico, catalizada por el enzima
madlico, da 4dcido maélico, intermediario del ciclo de Krebs y b) que por condensacién, con el fos-
foenolpiruvato da origen a fosfoenoloxalacetato que a su vez pasa a oxalacetato. Debe tenerse
en cuenta que las bacterias licticas no pueden recurrir para la sintesis de los dcidos malicos y
oxalacetato al ciclo de Krebs.

Prescindiendo de los productos sintetizados durante la maduracién, puede decirse que todos
los productos finales del metabolismo, por la flora l4ctica, de la lactosa contribuyen al «bouquet»
de los quesos (Forss y PatroNn, 1966), aunque el fin fundamental, de la misma sea otro: la
produccién de dcido lctico.

Es posible, sin embargo. que el que mds frecuente e intensamente contribuye al «bouquet»
sea el acetato. OHREN y Tuckey (1969) sugieren que un queso Cheddar de seis meses con un
buen sabor deberd contener de 60 a 140 L moles de dcidos grasos libres més acetato por cada
5 gr. de queso y que la relacién entre ambas fracciones deberd ser de 0,55 a 1. El acetato exis-
tente en el queso suele provenir del metabolismo de la lactosa por los gérmenes licticos y el
S. faecalis, var. liquefaciens cuando interviene en la maduracién (PLaTT y FosTER, 1958), aunque
puede proceder del metabolismo de los aminoicidos (NaAkAE y ELrior, 1965) o del citrato
(FryER, 1970).

Cuando en la flora de un queso abunda S. diacetilactis, L. plantarum y L. brevis la
relacién lactosa/ citrato resulta factor de suma importancia en la determinacién de las concen-
traciones finales de acetato. Debe tenerse en cuenta que L. casei, L. plantarum y L. brevis son
capaces de utilizar el citrato como fuente de energia, en ausencia de carbohidratos (FryER, 1970).

1.4.2. Metabolismo lipidico.

Las modificaciones sufridas por el material lipidico no afectan a la textura del queso pero
si al «<houquet» final del producto madurado.

La primera de las transformaciones sufridas por la materia grasa consiste en la hidrélisis
de sus triglicéridos con liberacién de 4cidos grasos que se acumulan en el medio dando lugar
a un incremento en su acidez que constituye un buen indice de maduracién. Asi Patron (1963)
considera que la base del aroma del queso Cheddar lo forman los 4dcidos grasos volatiles de bajo
peso molecular y, en particular, el 4cido acético. Forss y Parton (1966) sugieren que el
«bouquet» del Cheddar se debe fundamentalmente a los 4cidos acético, butirico y caproico.

La fraccién 4cidos grasos libres volitiles es muy distinta en los diversos tipos de quesos,
asi el queso suizo tiene una elevada proporcién de dcido propiénico, mientras que en el queso
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Provolone el dcido graso mayoritario es el butirico y en los quesos de vena azul predominan los
acidos grasos de cadena media y larga, superiores al C-5 (HARPER, 1959). En el queso Gorgonzola
los dcidos grasos mayoritarios son el acético y el isobutirico que se encuentran en una proporcién
del 24,7 y 11,2 % de los 4cidos totales (ScHORMULLER y LANGNER, 1960). En el Roquefort y
Cammembert el que se encuentra en mayor proporcién es el isobutirico: 12,2 y 10,9 % de la
acidez total, respectivamente (ScHoRMULLER y LANGNER, 1960). En los quesos Edam, Parnesean,
tilsiter, Rodamur (ScHorMULLER y LANGNER, 1960) y Cheddar (Dixon y DeMan, 1968) es el
acético el que se encuentra en mayor proporcién.

La liberacién de los 4cidos grasos estd catalizada por enzimas especificos, lipasas, de dos
procedencias: la leche y los microorganismos.

La leche esta provista de una actividad lipolitica que resulta de la suma de la accién de
diversas lipasas con distinto grado de especificidad a pH 6ptimos variables entre 6,5y 9.

Tarassuk y FRANKEL (1957) demostraron la presencia de una lipasa asociada a la caseina
y otra a los glébulos grasos y llamaron a la primera «lipasa de la leche normal» y a la segunda
«naturalmente activa», admitiendo un incremento en la tasa de ésta durante la lactacién tardia
o cuando las vacas no consumen forraje seco, que es la responsable de la «lipolisis espontdnean.
La lipasa de la leche normal ha sido la més estudiada; es inseparable de la k-caseina (YacucH1
y col, 1964), pero puede separarse en condiciones especiales en cinco fracciones de diverso
peso molecular y especificidad (DowNEy y ANDREWS, 1969). Su accién es ejercida fundamental-
mente sobre las porciones yq ; y su actividad recae en la serie triglicéridos, diglicéridos,
monoglicéridos, y actda preferentemente sobre los triglicéridos cuyos dcidos grasos son de cadena
corta, especialmente butirico (JENSEN, 19643 JENSEN y col., 1960; JENSEN y col., 1962; JENSEN
y col., 1963: JENSEN y col., 1964).

La actividad lipolitica de la leche se acentda con ciertas manipulaciones térmicas (calentan-
dola a 30°C y enfriando, posteriormente, a 10°C) (Krukovsky y HERrINcTON, 1939), con la
agitacién, etc.; se destruye por el calor siguiendo una cinética de primer orden, en una extensién
que depende del tiempo y temperatura de calentamiento, dandose cifras para la destruccién de
60°C durante 30 minutos (STADHOUDERs y col., 1959), pero la leche que ha sido pasterizada
sigue teniendo actividad lipolitica porque luego se reactiva la lipasa (Harper y GouLp, 1959;
NiLssoN y WiLLART, 1961; REITER y SHARPE, 1971).

Entre los diferentes microorganismos, son los hongos los que més frecuentemente se hallan
dotados de una considerable actividad lipolitica, habiéndose puesto de manifiesto lipasas en
muy diversas especies: Aspergillus niger y Penicillium roqueforti (SuipE, 1951), Candida lipoli-
tica, Geotrichum candidum y también en Penicillium roqueforti y en P. camemmberti (WiLcox
y col., 1955) y en muchas otras especies (HARPER y Lone, 1955; Lone y HARPER, 1956; HARPER,
1956; etc.).

También tienen actividad lipolitica ciertas levaduras que en el curso de la maduracién se
asientan sobre la superficie del queso (Debaryomyces) (STADHOUDERS y MULDER, 1959).

Entre las bacterias presentes en la leche cruda, las de mayor actividad lipolitica son los
microorganismos pertenecientes a los géneros Alcaligenes, Achromobacter, Pseudomonas y
Serratia, asi como las del grupo coliforme (FRYER y col., 1967) pero es dudoso que estos gérmenes
participen en la hidrélisis de la materia grasa en los quesos, ya que las condiciones que imperan
en los mismos son adversas para esta flora.

De los gérmenes que participan en la maduracién de los quesos de tipo similar al que es
objeto de este estudio, ha sido demostrada actividad lipolitica en las bacterias lacticas (REITER
y col.,, 1966; Fryer y col., 1967; Sato y col, 1968; UMEMOTO y col., 1968; OTERHOLM Yy col.,
1968) y en mayor extensién en los enterococos S. durans, y S. faecalis, var. liquefaciens, sobre
todo en el primero (DovaT y col., 1970). También se han detectado lipasas en diversas especies
del género Micrococcus (MaBpiTT, 1961; PETERSON y JoHNsON, 1949).

Se ha prestado gran interés a la importancia relativa de las lipasas microbiana y de la leche
en la lipolisis del queso en maduracién. REITER y col. (1967) y REITER y col. (1969) opinan que
en el Cheddar la contribucién de las lipasas bacterianas es menos importante que la de la leche.
UMEMoOTo y Sato (1973) sugieren que los enzimas lipoliticos de las bacterias l4cticas par-
ticipan activamente en la lipolisis del queso después de haber sido autolisadas y quedar en
libertad sus enzimas.
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REITER y Suaree (1971) elaboraron quesos a partir de leche cruda estéril y leche pasterizada
con y sin la adicién de lipasas bacterianas; no observaron incremento alguno de los écidos’
grasos libres en los quesos debido a la adicién de lipasas bacterianas parcialmente purificadas.
Apenas obsevaron diferencias en la tasa de 4dcidos grasos libres de los quesos fabricados con
leche pasterizada y cruda.

Las diferencias en la composicién en acidos grasos libres de los distintos quesos no han
sido suficientemente correlacionadas con las que se observan en los lipidos de la leche utilizada
para su elaboracién. Aunque ésta pudiera explicar parte de tales diferencias, es evidente que la
causa fundamental debe residir en la especificidad de las lipasas microbianas actuantes, como
en cierto grado demostraron Harper y Long (1956), Harper (1955) y HarpEr (1957). ’

A partir de los dcidos grasos libres aparecen en el queso en maduracién otros compuestos
aromiticos de considerable importancia: metil cetonas y aldehidos.

Las metil cetonas se producen por descarboxilacién de los B-cetodcidos. El B-cetodcido
precursor puede proceder, en algunos casos, de la hidrélisis de un triglicérido (Day, 1966;
KinseLLa y col,, 1967). Estos B-cetoicidos se elaboran en la glandula mamaria como’écido;
grasos «no acabados», es decir, incorporados a los triglicéridos sin haber sufrido la etapa re-
ductora final de su biosintesis a partir de acetato (KINsELLA y col,, 1967; LAWRENCE y HawKE
1966). ,

No parece sin embargo, que la leche contenga cantidad suficiente de estos B-cetoicidos
como para dar cuenta de la formacién de todas las metil cetonas que aparecen en algunos
quesos, especialmente en los madurados por hongos. En estos quesos y probablemente también
en una extensién variable de otros, los microorganismos deben metabolizar los 4dcidos grasos
por B-oxidacién (uc normalmente rinde nC/ 2 unidades de acetil CoA (figura 1.5) con numerosos
destinos metabélicos posteriores: entrada en el ciclo de Krebs, sintesis de aminoécidos, sintesis
de otros Acidos grasos, etc., pero que en menor extensién, puede ser origen de B-cetoacidos
libres por transferencia del CoA de los B-cetoacil CoA a un aceptor adecuado, catalizada por una
B-cetodcido-CoA-transferasa. Esto explicaria la existencia frecuente en los ques,os de metil cetonas
predominantemente, de nimero impar de dtomos de carbono. ’

La capacidad de ciertos microorganismos (sobre todo de P. roqueforti) para producir metil
cetonas a partir del dcido caprilico ha sido repetidas veces puesta de manifiesto (HAMMER y
BryanTt, 1937; SjdsTrR6M y MaLm, 1952; BErripGE y col., 1953). No siempre, sin embargo, es
este el origen de las metil cetonas. ScarpELLiNO y Kosikowskr (1962) demostraron que’ en
el queso Cheddar aparecen las metil cetonas por deshidratacién del butilenglicol.
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Figura L.5: Metabolismo de los dcidos grasos por f-oxidacién.
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Los dcidos grasos libres provistos de dobles enlaces pueden probablemente, sufrir también,
durante la maduracién del queso, una autooxidacién en la que se forma primero hld'r?x1pero>flc.if)s
sobre el grupo metilénico en posicién « , respecto al doble enlace, que por dismutacién y excision
puede originar diversos aldehidos saturados o monoinsaturados, via sus respectivos alcoxi-radica-
les. A partir de los dcidos grasos provistos de dos y tres dobles enlaces pueden formarse, por
este mecanismo, dienales y trienales. Los mono, di y trienales, por posterior oxidacién, pueden
dar lugar a otros carbonilos saturados (KINSELLA, 1969). o

La figura 1.6 recoge las transformaciones més importantes sufridas por los acidos grasos
durante la maduracién del queso.

AMINO=ACILOS ACIDOS_GRASOS '
T T
BUTIRICO  CAPROICO \CAPRILICO CAPRICO

N/ b\

ACIDO s====¢ ACIDO ACETOACETICO +=ACIDO B-CETOCAPKOICO

s

ACETICO l
(acetil-ca A)
ACFTONA

ALDEHIDOS

METIL CETONAS

ESTERES

Figura 1.6: Transformaciones mas importantes sufridas por los scidos grasos durante la
maduracién de los quesos.

La importancia de la coniribucién de las metil cetonas y otros carbonilos al «bouquet» de
los quesos madurados por hongos es universalmente admitida. Numerosas metil cetonas han
sido también detectadas en el queso Cheddar por diversos autores (Day y col. 1960; SCARPELLINO
y Kosikowski, 1962; WALKER, 1961, HarvEY y WALKER, 1960; ete.). HARrvEY ¥ WALKP%R (1960)
afirman que la aparicién del aroma tipico en este tipo de queso coincide con la d.e las metil cet.onas
pero Jackson (1958) y Forss (1969) ponen en duda la importancia de las mismas en el citado
queso.

Es muy escasa la atencién que hasta hoy se ha prestado a la evolucién en los quesos de: la
fraccién lipidica y menos atn a la de los componentes polares durante el proceso madurativo.

Fujisuima v col. (1970) afirman que los lipidos polares constituyen el 0,7 % del total de
lipidos del queso Gouda e identifican fosfatidilcolina (30,3 % del total de lipidos polares), .fos-
fatidiletanolamina (22,4 %), esfingomielina (27,5 %), cerebrésidos (18,3 %) y lisofosfolipidos
(1,5 %). Nakanisur y Kaya (1971) han estudiado los fosfolipidos de diferentes ’va.riedades de
quesos comerciales, observando que su contenido varia entre el 0,3 y 1% de los lipidos totales';
detectan 8 lipidos polares de los cuales identifican 6. BoLcaTo y col (1969) han prestado consi-
derable atencién a la presencia en ciertos tipos de quesos de granulos de lipoproteinas que al
parecer estdn compuestas por lipidos que contienen colina, fosfato cdlcico y proteinas.

Mis recientemente, UmMeMoro y Sato (1973) indican que los lipidos del queso Cheddar
provienen de dos fuentes: la mayor parte derivan de los de la leche, pero una pequefia cantidad
de los acidos grasos que forman parte de los lipidos complejos es de origen bacteriano. Afn:man
que los glicolipidos proceden exclusivamente de la leche y que los fosfolipidos tiener} el clltado
doble origen, detectan, por ejemplo, dcido lactobacilico formando parte de fosfatidileolina, ligado
pues a una base nitrogenada no presente ordinariamente en los gérmenes lacticos (Ikawa y col,,
1972) y, por tanto, de procedencia lactea.

14.3. Proteolisis y tasa de aminodcidos libres.

La proteolisis es quizds el fenémeno mis importante de la maduracién de numerosos quesos,
ya que afecta de una forma muy acusada tanto al sabor como a la textura. La primera manifes-
tacién de la proteolisis consiste en la solubilizacién progresiva de las caseinas que se pone de
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manifiesto por un aumento del nitrégeno soluble desde un 4-8 %, recién desuerado, hasta un
50 % en algunos quesos, al final de la maduracién, y se traduce en la aparicién de una masa
blanda y untuosa y de numerosas sustancias sdpidas. La proteolisis es un proceso gradual; la
ruptura de una molécula proteica puede alcanzar profundidades muy diversas, fragmentacién de
la molécula original en polipéptidos de distinto tamafio y separacién de oligopéptidos y amino-
icidos libres, bajo la accién catalitica de los enzimas apropiados. En el queso en maduracién
hay miltiples protcasas y peptidasas de dos origenes fundamentales: el cuajo y los microorga-
nismos.

La renina o enzima del cuajo ofrece ademés de su actividad especifica (liberacién del caseino-
glicopéptido de la k-caseina), una actividad proteolitica inespecifica, no muy profunda pero
trascendente en cuanto prepara el camino para la accién de los enzimas microbianos.

Los microorganismos estdn provistos de proteasas «verdaderas», carboxipeptidasas, ami-
nopeptidasas y di y tripeptidasas especificas o inespecificas que actéian en condiciones diversas
de pH, segiin su procedencia.

A la degradacién de la caseina contribuyen también las fosfatasas ya que los enlaces éster
fosfato establecidos con la serina y treonina de la caseina ejercen un efecto protector sobre los
enlaces péptidos adyacentes. La leche estd provista de dos fosfatasas, una alcalina y otra 4cida;
esta tltima parece ofrecer particular importancia en el aspecto que comentamos (BiNcHAM y
Z1TTLE, 1963) ; son muy abundantes también en los microorganismos.

La accién conjunta, y con frecuencia, alternante, de endopeptidasas, carboxipeptidasas, ami-
nopeptidasas y fosfatasas determina finalmente la liberacién progresiva de aminodcidos libres.

La degradacién proteica sirve de base a numerosos indices de maduracién: nitrégeno
soluble, nitrégeno no proteico, nitrégeno de aminoécidos, ete.

Por su sabor especifico (tabla I.2) se ha venido prestando especial consideracién al
contenido de los diversos quesos en aminoicidos libres y a su evolucién durante el proceso
madurativo. Los aminoacidos libres se han investigado en numerosas variedades de quesos: en
el suizo (HINTZ y col. 1956), en el de Cabrales (SaLa y Burcos, 1972), en el Provolone (HARPER
y Long, 1956), en el queso Edam (AL, 1960), en el Romano (Lonc y HarPER, 1956), etc.

La tasa alcanzada por cada aminodcido en particular fluctda a lo largo de la maduracién;
la presente en un momento cualquiera es el resultado del equilibrio establecido entre las ya
citadas reacciones degradativas, ciertos procesos de sintesis de aminoacidos y rutas catabélicas
que los transforman en otros productos.

Las reacciones biosintéticas de aminodcidos que se dan en el queso en maduracién, son dos

TABLA 1.2
Olores y sabores originados por la degradacién térmica de los aminoacidos y su inter-
accion con los aziicares

Probable aminoacido .
Olores y sabores tipicos

precursor
Fenilalanina, glicocola a caramelo.
Leucina a pan tostado.
Glicocola, cistina a ahumado.
Alanina anuez,
Acido -aminobutirico a nogal,
Fenilalanina a nuez tostada, almendra
Prolina a pastas, galletas.
Ornitina a galletas saladas.
Glutamico, lisina a mantequilla.
Arginina a «palomitas de maiz»
Metionina a caldo de carne, alubias
Leucina, arginina, histidina a pan.

De JOHNSON y col. (1966); HODGE, (1966) y KIELY y col. (1960).
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fundamentalmente: la catalizada por la aspartasa (aspartato-amonio-liasa) que rinde acido as-
pértico a partir de fumarato e iones amonio y la que cataliza la glutamato deshidrogenasa, en la
que se produce glutamato a partir de a-cetoglutarato y amoniaco con la oxidacién concomitante
de NADPH,. Ambos enzimas abundan en los microorganismos (ApLER y col., 1938a; ADLER y
col., 1938b; WacHsMAN, 1956).

Entre aminodcidos y cetoacidos se establecen ademds diversas reacciones de transaminacién
que dan origen a aminodcidos nuevos, las aminotransferasas que catalizan estas reacciones se
encuentran en numerosas bacterias y hongos.

Las reacciones que contribuyen al descenso de la tasa de los aminoécidos libres del queso,
aparecidos por cualquiera de las citadas rutas, son fundamentalmente dos: 1) la descarboxila-
ci6n, catalizada por L—aminodcido descarboxilasas, generalmente muy especificas que rinden
aminas, como la putrescina, cadaverina, triptamina e histamina y 2) la desaminacién catalizada
por aminoécido-oxidasas inespecificas que catalizan la reaccion:

R R
|
|
NH, — CH — COOH + H;0 + 0, = C— COOH + NH; + H20
I
0

rindiendo, por tanto, amoniaco y el a-cetodcido correspondiente. Durante el largo periodo de
maduracién de algunos quesos parece posible (KEENEY y Day, 1957) que se den también fenéme-
nos de interaccién entre aminodcidos y compuestos dicarboxilicos (degradacién de Strecker).

0 0 0 0
I I I I
R, — CHNH; —C = OH + R;— C— Ry = R,—C—H + RCHNH; — C—Rs + CO;

lo que darfa origen a nuevos aldehidos con un dtomo de carbono menos que el aminoécido del
que procede. Esta reaccién podria, por ejemplo, por interaccién entre la metionina y el 4cido
pirtivico (MasBrrT, 1961) dar origen a uno de los aldehidos, el metional, de olor mas parecido
al del queso; este compuesto ha sido aislado en el queso Cheddar (Day y KEENnEY, 1958) y se
le atribuye una importante contribucién a su aroma (Oro y col. 1957).

La figura L.7. recoge las principales transformaciones que pueden experimentar los amino-
acidos durante la maduracién del queso.

Como era de esperar de los diferentes perfodos de maduracién que en cada queso son habi-
tuales, la multiplicidad de rutas metabélicas de que depende la tasa de un aminoicido deter-
minado y la diversidad de los gérmenes participantes en el proceso madurativo y de los equipos
enziméticos de que se hallan provistos, los aminodcidos predominantes son distintos en cada
variedad de queso; en el queso Edam lo son el glutdmico y la leucina (ALi, 1950); en el queso
Cabrales la lisina y la leucina (SaLa y Burcos, 1972); en el Provolone, las leucinas ( HARPER
y Long, 1956); en el Romano la histidina y leucina (LoNG y HARPER, 1956); en el Cheddar de
tres meses de maduracién, la fenilalanina y arginina (REITER y SHARPE, 1971).

Lusiani v col. (1971) investigaron los aminodcidos liberados a partir de la leche por diversos
gérmenes habitualmente participantes en la maduracién del queso (lactobacilos, estreptococos
lacticos y enterococos), concluyeron que el L. bulgaricus y los enterococos producen més amino-
acidos libres que los estreptococos licticos, y que todas las especies liberan prolina, serina,
asparragina + glutamina, isoleucina y fenilalanina. La metionina libre solamente aparece bajo
la accién del L. bulgaricus y los enterococos; la cistina sélo es capaz de producirla, entre los
microorganismos que probaron, el S. faecalis, var. liquefadiens y el acido @-aminobutirico los
lactobacilos.

Cuando la actividad carboxi—, amino—, di y triprotidasa en un determinado tipo de queso
es baja, pueden acumularse en el medio péptidos que son responsables del sabor amargo en cier-
tos tipos de quesos (Storcarps y LinpQuist, 1953; RaapsweLp, 1959; Czurak, 1959; Emmons
y col., 1960 y 1961).
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14.3.1. Actwtda(.i ;?roteolitica de diferentes bacterias que intervienen en la maduracién de los
quesos, similares al tipo «Ulloa».

14.3.1.1. Actividad proteolitica de los estreptococos ldcticos.

La contri%)uci()n directa de los estreptococos lcticos a la proteolisis del queso en maduracién
ofrece.escasa importancia, ya que son numerosos los investigadores que han demostrado que estas
bacterias desaparecen casi completamente en las primeras semanas de maduracién (%OTAZZI
1959; .FEAGAN y Dawson, 1959; SYRJANEN, 1965; Joun y CoLE, 1959; PERRY y SHARPE 1960) ’
mediim uembargo, cuand(? su desarrollo se detiene y las bacterias licticas se li’san lil;eran al
prOteaszs’s.Siczgsp;(:::ntes intracelulares y, entre ellos, sus enzimas endégenos y, por tanto, sus

CowmaN y Speck (1957) describen una proteasa en S. lactis que opera a un pH éptimo d
6, normal en muchas variedades de queso y bastante activa a pH de 5,5. Van DERpZ ;
NELsON (1953) estudian la proteolisis de la leche por S. lactis, observando,q.ue durante I:NT :
meras 24 horas el nitrégeno soluble, la tirosina y el triptéfano experimentan un consid . 1;:1‘
mc're‘mento, seguido luego por un aumento gradual mucho mas lento que d 80-90 h 1o
actividad maxima ocurre a pH comprendidos entre 6 y 7,5 ! e oresi la

Suele admitirse que el S. lactis carece de acfiv’iciad
WILLIAMSON y col. (
germen.

SoruAUG y SorBERc (1973) han
en los extractos obtenidos a partir de S.

Ire proteolitica exocelular, sin embargo,
1962) y (1964) purificaron una proteasa extracelular procedente del cita%‘l(;

puesto de manifiesto la existencia de varias dipeptidasas
lactis, S. cremoris, S. durans y L. acidophilus.

14.3.1.2.  Actividad proteolitica de los lactobacilos.

La actividad proteolitica de los lacto

bacilos ha si j i
Borazzi (1962) estudié la actividad prote 0 eeoieto de numerosas neestigaciones:

olitica d i 4
trando que todas ellas eran capaces de © 200 cepas de lactobacilos terméfilos, demos-

ser algunas cepas de L. helveticus y I cm(jeigxgs all1ra - Prgtei'"ais o lantan, otevas Darecen
. . pensado incluso en clasificar lo i
s lactobacilos
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homofermentativos basindose en su capacidad de degradar el caseinato sédico (McDonaLp, 1955).
AnnigaLpl (1962) demuestra, mediante estudios electroforéticos, que el L. helveticus ataca con
igual facilidad a todas las caseinas mayoritarias, mientras que otras bacterias (género Alcaligenes
y Bacillus subtilis) degradan mds facilmente la B-caseina; esta es la tinica fraccién atacable
por el S. faecalis.

La actividad proteolitica de L. casei ha sido estudiada por Bariso y FosTErR (1952) y
BranpsakTer y NELsoN (1956), ofrecen un pH 6ptimo en torno a 6 y una velocidad méxima a
40-45°C. Similares resultados se obtuvieron con L. helveticus y L. lactis (CHRISTOPHERSEN Y
THIELE, 1952) y con L. plantarum (DUCASTELLE ¥ LENOIR, 1969).

En general, se puede afirmar que los lactobacilos son mds proteoliticos que los estreptococos
lacticos y los Thermobacterium més que los Streptobacterium (Rapp, 1969).

Otros muchos investigadores se han ocupado recientemente de la actividad proteolitica de
los lactobacilos: (DOLEZALEK, 19663 TorFTE-JESPERSEN, 1966; MILLER y KANDLER, 1927; SaTto y
NAKASHIMA, 1965; OHMIKA y SATO, 1968; Rarp, 1969).

Tourner (1972) ha estudiado la actividad proteolitica de 103 cepas de lactobacilos entre
las que se incluyen L. casei y L. plantarum. Demostraron que las cepas de estas dos especies
carecen de actividad proteolitica exocelular. Determinaron la endocelular por la tirosina libe-
rada a partir de la caseina de Hammersten por extractos de suspensiones celulares al 10 %,
la cantidad de tirosina liberada estuvo comprendida entre 0 y 12 1 g/ ml, extracto/hora. Los
productos de la hidrélisis fueron fragmentos protéicos de pequefio tamafio, solubles en 4cido
tricloroacético al 12% vy la actividad maxima se logré a pH préximos a los que se dan en los

quesos en el curso de la maduracién.

La actividad proteolitica del grupo D de Lancefield esti ampliamente demostrada, principal-
mente en S. faecalis y sus variedades, S. bovis y S. equinus. Al S. faecium se le ha considerado
generalmente exento de capacidad proteolitica (DEBEIL, 1964). S. faecalis, var. liquefaciens
es la inica especie de este grupo que licia la gelatina y coagula la leche en «dulce» y digiere el
coagulo. El S. faecalis posee una considerable actividad aminodcido-descarboxilasa particular-
mente activa sobre la tirosina, contribuyendo, de esta forma, a la aparicién de un aroma pro-
nunciado (Avrars, 1970). EI S. faecalis parece actuar sélo sobre la B-caseina ( ANNIBALDI, 1962).

Los enterococos poseen fundamentalmente proteasas endocelulares. ScumipT y LENOIR (1972)
estudian la actividad proteolitica de las especies del grupo D de Lancefield S. durans, S. faecium,
S. faecalis y S. faecalis, var. liquefaciens, valorando la actividad por la cantidad de tirosina
liberada. Tanto S. durans como S. faecium poseen proteasas endocelulares, con un pH éptimo
entre 54 y 5,7. Segin WaLace y HarMON (1970), la actividad proteolitica de S. durans es ma-
xima a pH de 7,5 y ofrece un éptimo secundario a un pH de 5,5-6, siendo capaz de degradar
tanto la casefna como la -lactoglobulina pero no la seroalbiimina.

ScumipT y Lenoir (1972) describen una proteasa exocelular de actividad muy acusada en
S. faecalis, var. liquefaciens a pH éptimo de 7,4 pero que es capaz de actuar también a pH de
5,6, en menor grado, (es capaz de liberar la mitad de tirosina en las mismas condiciones). El
sistema enzimético exocelular de S. faecalis, var. liquefaciens libera péptidos de bajo peso mole-
cular (SomkuTi y BaBEL, 1969). La actividad proteolitica exocelular de este germen es bastante
constante en las distintas cepas y si estd presente en grandes proporciones puede licuar la masa
del queso o dar origen a sabores amargos (Scumipt y LENOIR, 1972).
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CAPITULO I

MATERIAL, PRODUCTOS Y METODOS

I1.1. Material.

IL1.1. Material general.

. Las disoluciones acuosas se prepararon en agua desionizada en un desmin
lizador «Seta» o destilada en vidrio. o
d];aszpesadas de precisién se efectuaron en balanzas analiticas «Sartoriussy
modelos 2400 y 2600. Para las inari ,
. pesadas ordinarias se emplearon granatari
mode oS 200 p g arios «Ohaus»,
HMPara las mediciones del pH ordinarias se utiliz6 un pHmetro «Radiometer»
pHM. 28 y para las centesimales un pHmetro «Radiometer» pHM. 26
Las esterilizaciones se llevaron a cabo en una olla a presién «Laster» o en
autoclave «Averly», serie Nova N.° 5,

Para las centrifugaciones se empleé una centrifuga «Martin Chri
Universal-Junior 33.000. " o med

Las incubaciones microbiolégicas se realizaron en estufas «Tarma», «Heraeus»
mod. F B-42p Yy en una cdmara termostatada construida a este fin por un proveedor
local. Las incubaciones que requirieron mayor constancia de temperatura se efec
tuaron en bafios de agua provistos con termostato «Braum» mod. Thermomix-L[:

(£ 0,05°C.).

1 mbras se ef ct Il en camara estér 1pada ] llll)a Il]l[‘avli)-
LaS sie ectuaron e m este ll equ p d con la

ras
leta «I hlllps» de ].5 watlos.

Las d .. P
i’ eterminaciones colorimétricas y espectrofotométricas se realizaron res-
pectivamente en un colorimetro «Bauch & Lomb» mod. Spectronic-20 y en los es

pectrofotémetros «Beckm . ’
- s «Beckman» modelos DB y DBGT, equipados con registrador «ling-

I1.1.2. Microscopia.
La . . L.
s observaciones microscépicas se efectuaron utilizando un microscopio

. 9 qu1pa 0 COn mecanismo de contraste d
«I q lkO » 1Mo I N{ € e faSe dls ositivo

I11.3. Liofilizaciones.

) mbLas liofilizaciones se efectuaron en un aparato tipo «Quickfit», provisto de una
omba de alto vacio «Edward» mod. ED-35 y condensador de nieve carbénica
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11.1.4. Concentraciones de volumen.

Las concentraciones de grandes volimenes de disolventes orgdnicos se efec-
tuaron en rotovapor «Buchi» equipado con bomba de vacio de paletas «Speedvac».
Si el volumen no excedia de 20-25 mls. los disolventes se eliminaron total o par-
cialmente mediante corriente de nitrégeno, manteniendo las muestras al bafio maria
a temperaturas de 30-40°C, o al vacio.

La concentracién de disoluciones acuosas y acuoso-etanélicas se realizaron en
un rotovapor «Buchi», equipado con bomba de alto vacio «Edward» mod. ED-35,
intercalando, para la condensacién de agua o agua-etanol, dos traps con acetona-

nieve carbénica.

[1.1.5. Cromatografias.

Las cromatografias de lipidos se llevaron a cabo en columnas de vidrio «Afora»
de diverso tamaiio, provistas de placa filirante de vidrio y llave de teflén y en ldmi-
nas finas preparadas con un aparato «Desaga», utilizando para su desarrollo cu-

betas de la misma marca.
La cromatografia de aminoacidos se llevé a efecto utilizando la técnica y el

dispositivo descrito por SaLA y Burcos (1972).
Las cromatografias en fase gaseosa se efectuaron en un cromatégrafo de gases
«Perkin Elmer» mod. F-11, provisto de ionizador de llama y programador lineal de

temperatura.
I1.2. Productos.

11.2.1. Reactivos.

Tanto los productos quimicos utilizados en las diversas reacciones que se citan
en esta tesis como los patrones, fueron de calidad reactivo, suministrados por Merck,

Schuchardt, BDH o Carlo Erba.

Los productos utilizados para la fabricacién de los medios de cultivo fueron
suministrados por Difco u Oxoid, salvo los componentes minerales que procedieron
de Probus. Los aziicares y polialcoholes empleados en las pruebas de fermentacién

fueron los suministrados a este fin por Difco.

11.2.2. Soportes cromatogrdficos.

Todos los soportes cromatograficos empleados en las columnas cromatografi-
cas y en lamina fina fueron suministrados por la BDH, excepto la silica gel que lo

fue por Merck.
La silica gel fue lavada antes de su empleo, con una mezcla de cloroformo-

metanol (2/1) (v/v), con el fin de eliminar el material orginico que contenia,
siguiendo la técnica descrita por HarpY y MACKIE (1969).
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Los soportes para la cromatografia en fase gaseosa fueron suministrados por
«Perkin Elmer y Servax.

I1.2.3. Disolventes y purificacién de los mismos.

Los disolventes organicos utilizados para las extracciones y cromatografias
(benceno «Probus» r. a., metanol «Panreac» y cloroformo «Abellé») fueron redes-
tilados, antes de su uso, en el laboratorio.

El éter etilico «Abell6», se deshidraté con alambre de sodio, preparado por
extrusiéon en una prensa y se liberé de peréxidos por destilacién sobre polvo de
hierro reducido.

"El éter de petréleo (40-60°C), se preparé por destilacién fraccionada de ga-
solina-éter (C.A.M.P.S.A.), utilizando una columna de Hempel, con una camisa de
vacio recubierta de bafio de mercurio, aislada externamente con amianto y rellenada
de anillos de Rasching,.

11.2.4. = Disolventes para espectrofotometria.

Los disolventes utilizados para los anilisis espectrofotométricos fueron puri-
ficados en el laboratorio a partir de productos comerciales relativamente puros.

El etanol «Merck» fue purificado hirviendo a reflujo, durante 6 horas, dos
litros de etanol absoluto con 80 gr. de NaOH y 20 gr. de granalla de cinz s,ome-
tiendo el producto a destilacién fraccionada. 7

El ciclohexano se purificé siguiendo la modificacién de Burcos del método
empleado por VAN DER VEN y JoNGE (1957) para la preparacién de éter de petréleo
espectrofotométricamente puro, descrita por Sara (1969). El ciclohexano asi obte-
nido tiene una absorbancia de 0,03 a 220 m(ts de calidad muy superior a la ven-
dida para fines espectrofotométricos por Merck y otras firmas especializadas en el
suministro de este tipo de disolventes.

11.2.5. Gases.

El nitrégeno usado para la eliminacién de disolventes orgénicos fue suminis-
trado por oxigeno y acetileno de Leén. Para la cromatografia en fase gaseosa se

utilizé nitrégeno, hidrégeno y aire de algo grado de pureza suministrados por la
Sociedad Espafiola de Oxigeno.

IL.3. Métodos microbiolégicos.

I1.3.1. Transporte y toma de muestras.

A) Transporte:

La leche, cuajada y quesos, procedentes de Lugo fueron transportados por
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ferrocarril, durante la noche, en envases estériles y herméticos, de vidrio, recubiertos
de hielo en bolsas impermeables.

B) Toma de muestras de leche:

Se efectué siguiendo las normas de la Fédération Internationale de Laiterie-
International Dairy Federation (FIL-IDF), 3 : 1958, transfiriendo 1 ml. de leche
a 99 ml. de diluyente, inmediatamente después de haberla mezclado correctamente,
agitando las botellas de arriba a abajo 25 veces, con una oscilacién de 30 cm.

C) Toma de muestras de quesos:

Se realizé de acuerdo con la norma 2 : 1958 de la FIL-IDF, usando un cuchillo
flameado, haciendo dos cortes radiales a partir del centro del queso, de tal forma
que el peso del sector asi obtenido fuera, después de quitar la capa superficial no
consumible, superior a los 50 gr.

11.3.2. Preparacion de la muestra para los andlists microbiolégicos.

A) Leche:

Se tomaron directamente mediante pipeta estéril.

B) Queso:

Las muestras obtenidas en I1.3.1. se trituraron en homogeneizador M. S. E.
estéril. Se pesaron 11 gr. de queso y se hogeneizaron con 88,3 ml. de una disolucién
estéril de citrato sédico al 2 % (volumen final 100 ml.) en el mismo instrumento
durante 10-15 minutos. El recipiente de plastico que recubria el vaso se mantuvo
durante la operacién a 40°C.

11.3.3. Preparacién de los medios de cultivo.

Se llevé a efecto de acuerdo con las instrucciones de las casas suministradoras
(Dfco y Oxoid). Se ajustaron al pH correspondiente y se esterilizaron durante 15 mi-
nutos a una presién de 1 Kg/cm?.

Los medios fuertemente selectivos no fue necesario esterilizarlos.

11.3.4. Medios de cultivo utilizados.

Agar Rogosa (Rocosa y col. 1951): se emples para el aislamiento y recuento
de Lactobacillus spp.

Agar Elliker (ELLIKER y col., 1956): se utilizé para el cultivo y aislamiento
de estreptococos lacticos.
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Agar para recuento en placa (Difco): se usé para efectuar el recuento total,
de acuerdo con las normas de «USP», «xAPHA» y «AOAC», férmula de «Standard
Methods for the Examination of Dairy Products» (1967).

Agar mEnterococcus (SLANETZ y BARTLEY, 1957): se usé para el recuento del
grupo fisiolégico Enterococos, pertenecientes al género Streptococcus.

Los medios especificos para la identificacién de los distintos gérmenes aislados,
se describirén al hablar de las pruebas realizadas con cada uno de ellos.

11.3.5. Recuentos de microorganismos viables.

Los recuentos se realizaron siempre por el método de homogeneizacién en pla-
cas. El diluyente standard elegido fue Solucién de Ringer (1/4) (WiLson, 1935).
La solucién se esterilizé antes de su empleo durante 15 minutos a 1 Kg/cm2.

11.3.6. Preparacion de las diluciones.

Se prepararon a partir de las muestras obtenidas como se ha indicado anterior-
mente, tomando 1 ml con ayuda de una pipeta estéril y transfiriéndolo a una bote-
lla aplanada que contenia 99 ml de solucién de Ringer (1/4) y agitando la botella
25 veces de acuerdo con la norma 3 : 1958 de la FIL-IDF; asi se obtuvo la dilu-
cién 10-2. Las diluciones sucesivas se prepararon a partir de ésta, siguiendo la
misma marcha, segin el esquema siguiente:

f 1ml 1ml 1ml ‘
10-2
104 10-6
Muestra 99 ml 99 ml 99 ml

m.

g E E E £
~ s = S 2

10-° 10-1 10-2 10-3 10-4 10-3 10-6 107
11.3.7. Siembras en placas.

De acuerdo con el ntimero de gérmenes viables esperados, se tomaron con
pipetas estériles de las diluciones anteriores, 0,1 y 1 ml. que se depositaron repar-
tidos por las placas; a continuacién se vertié el agar y se agitaron las placas siguien-
do las normas FIL-IDF 3 : 1958. Una vez solidificado, se incubaron invertidas en
una cdmara de incubacién mantenida a 32°C.

11.3.8. Recuentos.

El recuento de colonias se efectué después de tres dias de incubacién en un
contador de colonias provisto de registrador. No se tuvieron en cuenta mis que
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uellas placas en las que se desarrollaron entre 30 y 500 colonias, segiin recomen-

a

dq jones de la norma FIL-IDF 3 : 1958. En aquellos casos en que los recuentos de
ac o

dos diluciones sucesivas caian entre estos dos valores, se tomaron como véalidos los
0s

. s placas sembradas con 1 ml. de inéculo. Los resultados se
correspondientes a las p

e queso.
expresan por gramo de q

11.3.9. Aislamiento de las colonias.

Se tomaron CON un asa de platino de 5 a 10 colonias de cada uno de los tipos
aparentemente distintos observados en las apropiadas placas d.e recuento y'sq.a’tras-
pasaron a tubos de ensayo con caldo y agar inclinado de 1?. misma composicién de
las placas de procedencia o con un medio de cultivo apropiado para e.l germen que
se pretendia aislar. Después de su incubacién y crecimiento se mantuvieron a 2-4°C

hasta su uso, resembrando cada 2-3 semanas en caso de requerirlo.
11.3.10. [Identificacion de los microorganismos.
11.3.10.1. Género Streptococcus.

A) Identificacion del género.

Las pruebas utilizadas para la identificacién de este género fueron: .
__Examen microscépico (morfologia, comportamiento frente al sistema de tin-
de Gram y pureza del cultivo).

__Prueba de la catalasa: se sembraron las colonias aisladas en tubos inclina-
dos de Agar Elliker (véase 11.3.4.) o Agar triptosa (THATCHER y CIjARK, 1968),
dependiendo de si procedian de las placas que contenian Agar Elliker o Agar

cién

mEnterococcus, respectivamente. Se incubaron a 32°C y una vez observado.un cre-
cimiento abundante, se vertié sobre la superficie del cultivo 1 ml de agua oxigenada
de 10 voliimenes. la efervescencia se tomé como prueba de la presencia de catalasa
en el cultivo en estudio. o

__Reduccién del tornasol: se utiliz6 como sistema de diferenciacién frente al
género Pediococcus (REITER y M@LLER-MADSEN, 1963).

__Carécter homofermentativo o heterofermentativo de los cocos: se sembraron
en el medio descrito por GIBSON y ABD-EL-MALEK (1945) que es un agar nutritivo
bien tamponado de cuya composicién forma parte la glucosa en }u.m alta concen-
tracién; los medios inoculados se sellaron con un tapén de agar estéril, cuyo despla-
samiento demuestra la produccién de gas. .

La identificacion del género Streptococcus se basé, pues, en la comprobacién
de su cardcter de cocos, Gram positivos, catalasa negativos, homofermentativos y

reductores del tornasol antes de coagular la leche.
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B) Género Streptococcus, grupos fisiolégicos Enterococo
grupo D de Lancefield) y Lictico (grupo N de Lancefield ).

( Pertenecienies o

Las pruebas que se efectuaron fueron:

—Crecimiento a 10 y 45°C, que se comprobé en caldo Elliker Y en caldo
triptosa. Las incubaciones se efectuaron en baiios de agua termostatado
variacién de + 0,2°C.

—Crecimiento en presencia de CINa al 6,5 %: para su observacién se utilizarop
los mismos medios de cultivo con la concentracién de CINa indicada,

—Crecimiento a pH de 9,6, para lo que se utilizaron, de igual modo, caldo
Elliker y triptosa. Después de esterilizarlos se tomé una alicuota y se ajusté el pH
a 9,6 con NaOH concentrada.

—Crecimiento en leche tornasolada.

S con una

Todos los cultivos se incubaron a 32°C, salvo las pruebas de crecimiento a
temperaturas limites.

Se consideraron como enterococos aquellos estreptococos que crecian a 10°C
y a45°C, a pH de 9,6, en presencia de CINa al 6,5 % y reducian el tornasol antes de
coagular la leche.

Se identificaron como estreptococos lacticos los estreptococos que crecian a
10°C pero no a 45°C, no proliferaban ni a pH de 9,6, ni en presencia de ClNa al
6,5 % y reducian el tornasol antes de coagular la leche.

C) Identificacion de las especies del género Streptococcus.

1)  Grupo Enterococos:

Se verificaron los siguientes tests:

(Todas las incubaciones se realizaron a 32°C).

—Fermentacién de hidratos de carbono y polialcoholes: se empleé el medio
base descrito por TuaTcHER y CLARK (1968): Se disolvieron todos los ingredientes
del medio base y se ajusté el pH a 7; se distribuyé en tubos un volumen de 4,5 ml,
conteniendo tubitos Durham; se esterilizaron durante 15 minutos a 1 Kg/cm2,
A cada tubo se le afiadieron 0,5 ml. de una disolucién al 5 % del carbohidrato
deseado, esterilizado por filtracién. La ausencia de gérmenes se comprobé incubando
los tubos durante 5.6 dias antes de su siembra.

Como indicador se empleé rojo de fenol al 0,0025 %.

Se usaron los siguientes azilicares y alcoholes: sorbitol, manitol, arabinosa,
melibiosa y melecitosa.

—Crecimiento en telurito potasico al 0,05 %, en Agar triptosa. Las colonias
que reducen el telurito ofrecen color negro.

—Reduccién del cloruro de 2, 3, 4 trifenil tetrazolio: Se afiadié esta sustancia
a Agar triptosa en la concentracién del 0,01 %. Las colonias que reducen el trifenil
tetrazolio aparecen de color rojo o rosa.
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—Coagulacién y reduccién de la leche tornasolada.

—Hidrélisis de la gelatina.

2)  Grupo lactico:

La identificacién de las especies pertenecientes a este grupo se realizé de acuer-
do con REITER y MOLLER-MADSEN (1963) y por la reaccién del Voges-Proskauer.

—Voges-Proskauer: la produccién de diacetilo y/o acetoina se comprobé
siguiendo la modificacién de Barrit de este test (BarriT, 1936).

—Crecimiento a 40°C: se comprobé en bafio termostatado, con una sensibili-
dad de =+ 0,2°C, utilizando como medio caldo Elliker.

—Produccién de amoniaco a partir de la argimina: se empleé el medio des-
crito por ABD-EL-MALEK y GiBsoN (1948), incubando los tubos sembrados a 32°C,
junto con tubos control estériles. A los tubos con crecimiento abundante se les afiadié
2 ml. del reactivo de Nessler, que da color rojo con los iones amonio.

11.3.10.2. Género Lactobacillus.

A) Identificacion del género.

La identificacién de este género se basé en el resultado de las siguientes
pruebas:

—FExamen microscépico (morfologia, comportamiento frente al sistema de
tincién de Gram y pureza del cultivo).

—Prueba de la catalasa en Agar Elliker: (véase 11.3.10.1.A.).

—Produccién de esporos: mediante examen microscépico.

B) Grupo Streptobacterium, Thermobacterium y Betabacterium.

Los lactobacilos aislados se clasificaron con arreglo al criterio de ORLA JENSEN
(1943).

—Carécter homofermentativo o heterofermentativo: deducido de la produccién
de gas en el medio MRS (DE MaN y col.,1960), omitiendo el extracto de carne.

—Facultad de crecer a 15 y 45°C en caldo Elliker y leche tornasolada.

C) Especies del género Lactobacillus, grupo Streptobacterium.

Se identificaron con arreglo a las normas de Rocosa y SuARpE (1959), basan-
dose en:

— Fermentacién de hidratos de carbono; las especies a identificar se sembraron
en caldo Elliker; cuando el crecimiento fue abundante se lavaron mediante centri-
fugacién (3.500 r.p.m.) con suero fisiolégico estéril, para obtener un inéculo libre
de hidrato de carbono. El medio base utilizado para las pruebas de fermentacién
fue el caldo MRS (DE MaN y col., 1960) sin extracto de carne ni glucosa y con
piirpura de bromocresol al 0,004 % como indicador.
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Los aziicares utilizados en estas pruebas fueron: arabinosa, lactosa, melibiosa,
rafinosa, ramnosa y sacarosa a una concentracién final del 2 %. Los azticares se
esterilizaron por filtracién y antes de proceder a la inoculacién del caldo se incuba-
ron los tubos a 32°C durante unos 6 dias para confirmar su esterilidad.

11.3.10.3. Géneros Micrococcus y Staphylococcus.

La identificacién de estos géneros se basé en:

—Examen microscépico (morfologia, comportamiento frente al sistema de
tincién de Gram y formacién o no de grupos de 8 células —género Sarcina—).

—Prueba de la catalasa: (véase 11.3.10.1.A) se efectud en Agar nutritivo.

Se identificaron como Staphylococcus o Micrococcus los cocos Gram positivos,
catalasa positivos, no formadores de paquetes de 8 células.

La distincién entre los géneros Staphylococcus y Micrococcus se establecié si-
guiendo el método propuesto por el «International Subcomittee on Staphylococci
and Micrococci» (1965), basado en que los micrococos no producen 4cido a partir
de la glucosa bajo condiciones anaerébicas, mientras que los estafilococos si.

A) Identificacion de las especies de ambos géneros.

Se han propuesto muchos esquemas para clasificar las especies de estos géneros
(ABp-EL-MALEK y GiBsoN; 1948; Suaw y col.,, 1951; HiLr, 1959; ANDERSON, 1962;
Kocur y MARTINEC, 1962; BAIRD-PARKER, 1963 y 1965). En esta tesis se ha seguido
la clasificacién de Baird-Parker, para lo que se efectuaron las siguientes pruebas:

—Coagulasa: se pusieron 0,1 ml. de un cultivo en caldo infusién de corazén
(Difco) incubando durante 12-16 horas, en un tubo de ensayo de 2,54 X 0,9 cm.
Se le afiadieron 0,3 ml. de plasma de conejo (Difco). Después de su mezcla se in-
cubaron a 37°C. El tubo fue observado periédicamente durante 24 horas. Cualquier
grado de coagulacién del plasma se tomé como indicativo de actividad coagulasa.

—Produccién de fosfatasa: se utilizé el medio descrito por Baird-Parker (1963).
A cada 100 ml. del mismo se le afiadi6 1 ml. de una disolucién de difosfato de
fenolftaleina al 1 %, esterilizada por filtracién. La incubacién se efectué a 30°C
durante 3 dias.

La actividad fosfatasa se detecté exponiendo la placa de Petri a los vapores de
amoniaco con lo que las colonias provistas de fosfatasas toman un color rosa.

—Voges-Proskauer: se utilizé el medio de cultivo descrito a este fin por Barrp-
PARKER (1963). La produccién de diacetilo y/o acetoina se detecté por la modifi-
cacién de BarrIT (1936).

—Fermentacién de hidratos de carbono y polialcoholes: los sustratos utili-
zados fueron arabinosa, lactosa, manitol y maltosa. El medio base empleado fue el
descrito por Bairp-PARKER (1963).
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11.3.11. Elaboracién de los cultivos ldcticos.

Los cultivos lacticos «madre» utilizados para la fabricacién experimental de
quesos se prepararon con gérmenes aislados de quesos fabricados por procedimien-
tos artesanos y de la leche con que se elaboraron.

Se cultivaron las cepas aisladas en leche tornasolada a la temperatura adecuada
y se liofilizaron cuando la leche adquirié un aspecto pastoso, antes de su coagulacién.

Los liofilizados a utilizar se regeneraron en leche esterilizada, cultivindose
durante unas 16 horas (se encuentran los gérmenes en fase de multiplicacién loga-
ritmica) al cabo de las cuales se tomé un inéculo, del volumen deseado en cada caso,
de estos cultivos regeneradores, sembrando con distintas combinaciones de los
mismos un matraz de leche estéril; todas las combinaciones utilizadas contenian
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris y Lactobacillus plantarum, que cons-
tituyeron la base del «starter». Uno de los «fermentos» estuvo constituido exclusi-
vamente por estas especies; los demds poseian, ademds, cepas pertenecientes al
género Micrococcus y/o Enterococos (Streptococcus faecium y Streptococcus fae-
calis, var. liguefaciens).

Los matraces cultivados con estos gérmenes (unas 16 horas a 32°C) se homo-
geneizaron por agitacién y, posteriormente, el cultivo se liofiliz6 en ampollas ade-
cuadas que se cerraron al vacio, una vez concluida la operacién.

Los cultivos asi preparados se conservaron a 2-4°C hasta su empleo en la fa-
bricacién experimental de los quesos.

I14. Meétodos Bioquimicos.

I1.4.1. Obtencién de la muestra.

Se llevé a efecto de acuerdo con las normas de la FIL-IDF 2 : 1958 (véase
I1.3.1.C).
I1.4.2.  Extracto seco.

Se determiné por triplicado, deshidratando las muestras en cépsulas de por-
celana a 100-110°C en estufa de aire forzado hasta peso constante.
I14.3. Determinaciones de nitrégeno.

Las determinaciones de nitrégeno se realizaron siguiendo el método de
Jounson (1941) y refiriendo las lecturas a una grafica patrén preparada con
seroalbiimina (figura II.1.).
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Figura IL1: Gréfica patrén para las determinaciones de nitrégeno por el método de Johnson.

I1.4.4. Fraccionamiento de los componentes nitrogenados de los quesos.

11.4.4.1. Obtencion de la muestra.

La obtencién de la muestra a partir de la cual se determiné el nitrégeno total
y el nitrégeno de los componentes fraccionados, se realizé de acuerdo con la norma
2:1958 de la FIL-IDF (véase I1.3.1.C.); se trituré la cantidad obtenida (no menos

de 50 gr.) hasta lograr un homogeneizado uniforme.

I1.4.4.2. Nitrégeno total.

Se pesé una cantidad conocida (entre 1-3 gr.) del triturado obtenido en 11.4.4.1.
que se pasé a un mortero; se vertié sobre él, una pequefia cantidad de una disolu-
cién de écido acético a, 2,5 %. Se trituré bien y se pasé la disolucién a un matraz
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aforado de 100 ml. Se lavé el mortero varias veces mas con la citada disolucién de
acético, incorporéandose los lavados al matraz aforado; se calenté a 50°C para faci-
litar la disolucién, se enfrié luego a 20°C y se ajusté el volumen, con 4cido acético
al 2,5 %, a 100 ml.

Se tomaron alicuotas con un contenido entre 10 y 70 [tg de nitrégeno, dilu-
yendo para ello, cuando fue necesario, y se determiné, por cuadruplicado, el nitré-
geno por el método de Jornson (1941) (véase 11.4.3.).

11.4.4.3. Nitrégeno soluble.

Se pesaron entre 1 y 3 gr. del triturado inicial que se pasaron a un mortero;
se vertié sobre él, una pequefia cantidad de la disolucién de Sharp (55,7 ml. de
4cido acético glacial; 136,1 gr. de acetato de sodio 3H;0; 47 gr. de CINa; 8,9 gr.
de Cl,Ca; volumen 1 litro. Diluir 1/4 con agua destilada antes de su uso; su pH es
de 5,5). Se tritur6 bien y se transfirié la disolucién a un matraz aforado de 100 ml.;
se lavé varias veces el mortero con mds disolucién de Sharp y se incorporaron los
lavados al contenido del matraz aforado, ajustando finalmente el volumen a 100 ml.
La suspensién se introdujo después en un bafio de agua a 50°C donde se mantuvo
durante 60 minutos y se filtré finalmente, a través de un papel Ederol n.° 4.

Del filtrado se tomaron alicuotas, por cuadruplicado, y se determiné el ni-

trégeno.

11.4.4.4. Nitrégeno no proteico.

Del filtrado de la disolucién anterior (liquido de Sharp) se tomaron 20 ml.
a los que se afiadieron 30 ml de 4cido tricloroacético al 20 %. La mezcla se dejé
en reposo durante 10 minutos y se filtré a través de papel Ederol n.® 4.

Del filtrado se tomaron alicuotas, por cuadruplicado, en las que se determiné
el nitrégeno.

11.4.4.5. Nitrégeno amoniacal.

Se tomaron 20 ml del filtrado anterior y se neutralizaron con NaOH (40 %);
se ajust6 el volumen a 50 ml. en matraz aforado. Se tomaron 5 ml. de esta disolucién
y se le afiadieron 2 ml. del reactivo de Nessler (4 gr. de IoHg; 4 gr. de IK y 1,75 gr.
de goma arabiga; agua destilada hasta 1 litro) y 3 ml. de NaOH 4N; el contenido
se homogeneizé por agitacién y se leyé su absorbancia a 490 my. , refiriendo las
lecturas a una grafica patrén construida con SO4(NHy)o.

11.4.4.6. Nitrégeno aminico.

Se tomé 1 ml. de la disolucién neutralizada usada para la determinacién del
nitrégeno amoniacal (4 réplicas). Se afiadieron a cada tubo 3 ml. del reactivo de
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ninhidrina (Mezclas a partes iguales de una disolucién al 0,16 % de Cl,Sn en
tampén citrato, 0,2 M, pH 5 y una disolucién al 4 % de ninhidrina en etilenglicol-
monometil-éter, preparada inmediatamente antes de su uso o conservada por no
més de una semana a 2-4°C y al abrigo de la luz) y se agitaron. Se introdujeron
durante 20 minutos en un bafio de agua hirviendo. Terminado el calentamiento,
se enfriaron los tubos al chorro y se les afiadieron a cada uno, 8 ml. de alcohol
n-propilico al 50 % (es necesario una agitacién enérgica) con una pipeta terminal
de 10 ml. soplando. Se agitaron de nuevo los tubos y se dejaron en reposo durante
10 minutos. Se leyé la extincién de los tubos a 570 m . contra un blanco de agua
destilada (1 ml) tratada igualmente que la muestra. Se procedié del mismo modo
con cuatro muestras de glicocola 0,001 M que sirvieron de patrén.

El siguiente esquema recoge el diagrama del sistema de fraccionamiento de los
compuestos nitrogenados de los quesos.

QUESQ®
Extraccién con Dis. en acético
dis. Sharp y fil- al 2% y deter. N2
tracién. Deter. N por met. Johnson
(Johnson) en fil-
trado,.
NITROGENO SOLUBLE NITROGENO TOTAL

—>» Precipitacién con Tricloro-
acético al 12,5%y filtraeién

Neutralizacién a
Deter. N2 (Johnson) React. ninhidrina BH 6-6,5 y react.

Nessler.
‘J/ \/
NITROEENO NO NITROGENO AMINICO NITROGENO AMONIAGAL

PROTEICO
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114.5. Identificacién y determinacion de aminodcidos libres.

Los analisis de aminoacidos libres se efectuaron siguiendo, en esencia, la mo-
dificacién del método de determinacién de aminoécidos en columna de intercambio
de iones de MoogE y col. (1958). descrito por Sara y Burcos (1972). '

Las resinas fueron preparadas en nuestro laboratorio siguiendo, en eser‘lcm},
el método descrito por HamrToN (1958), utilizando en su separacién agua desioni-
zada a temperatura ambiente. La resinas originales procedian de la BDH.

Para los aminoécidos neutros y acidos se utilizaron columnas de 165 cm de
altura por 0,9 cm de didmetro interno. Para los aminoécidos bési'cos se emple‘aron
de 60 X 0,9 cm. Ambas columnas estaban provistas de una camisa para la circu-

lacién por ellas, de agua a 50°C.

11.4.5.1. Preparacién y ajuste de tampones.

Los tampones se prepararon siguiendo la técnica descrita por MooRE y col.
(1958), excepto el tampén 5,5 que se hizo de acuerdo con las normas de MooRE
y STEIN (1954). La composicién de cada uno se indica en las tablas IL.1 y IL2.

TABLA I1.1. ofiad
Composicién de los tampones de citrato sédico, utilizados para la cromatografia de
los aminoacidos

A.C. NaOH CIH Vol. Brij-35 E'

(1) 97 % @) final Fenol [(n l)

pH N gr. gr. ml, 1. gr. ml (3) .

0,2 21 840 16 1 1 — —

g’gs + 0,01 0.2 21 825 1065 1 i g ig

4,25 + 0,01 0.2 21 8,25 470 1 1 5 10
5.28 + 0,01 035 24,55 14.40 6,30 1

Los tampones 3,25, 4,25 y 5,28, cuando hizo falta, se ajusté el pH por adicién
de NaOH al 50 % o de CIH concentrado (afiadiendo 1 ml. del primero 6 2 nfl. del
segundo, a un litro de tampén, vira el pH en = 0,01 unidad en el sentido apropiado).

(1) A.C.: Acido citrico (monohidrato)

(2) ClH concentrado.

(3) De una disolucién que contiene 50 gr. en 100 ml.

(4) T.: Tiodiglicol sin diluir.

TABLA 11.2
Composicién del tampén acetato sédico
A acét. glacial Acetato Na.3Hz20 Vol. final
pH N (ml). (gr.) (litros)
5,5 4 500 2.720 5

Nota: El pH final debe ser 5,5 % 0,03. Este tampon no necesita Brij-35 ni tiodiglicol.
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Para el ajuste de los tampones se utilizé como patrén el de ftalato (BATEs,
1962), preparado de la siguiente forma: unos 2 gr. de biftalato potéasico se deshidra-
taron en cépsula de porcelana a 100°C. Durante tres horas; tras enfriarlos en un
desecador sobre Cl;Ca, se pesaron 1,012 gr. de biftalato y se disolvieron en agua
destilada en vidrio, se ajusté el volumen final a 100 ml. El tampén asi preparado
se conservé a —15°C (este tampén tiene un pH, a 25°C, de 4,008.

Los pHs de los tampones recomendados por Moore y col. (1958) para la
cromatografia de los aminoécidos neutros y 4cidos, en la columna de 165 cm, son
3,25 = 0,01 y 4,25 + 0,02; en nuestras condiciones de trabajo fue necesario ajustar
los pHs de los tampones, tomando como referencia el tampén ftalato, a pHs de
3,19 £ 0,01 y 4,24 = 0,01. A los pHs aconsejados por Moore y col. (1958), los
picos de la glicocola y alanina salian superpuestos, lo mismo que los de la cistina
y valina. A los pHs utilizados en esta tesis la separacién de estos aminoécidos es
perfecta. Una variacién de =+ 0,03 centésimas (SALA, comunicacién personal) es
suficiente para que la separacién de los citados aminoacidos se vea dificultada.

Para la cromatografia de los aminoécidos basicos se usé el tampén citrato
al pH 5,28 recomendado por MoORE y col. (1958).

11.4.5.2. Preparacién del reactivo de ninhidrina.

Se preparé de acuerdo con la modificacién de MooRrE y STEIN (1954).

a) Reactivo de hidridantina: se preparé una disolucién al 4 % de ninhidrina
en agua a 90°C. Se afadié, agitando, 1/5 de su volumen de una disolucién al
20 % de &cido ascérbico en agua destilada a 40°C. La hidridantjna cristaliza de
inmediato. Se dejé enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente y una hora
bajo el agua del grifo. Se filiré la disolucién a través de un papel Ederol n.° 2, con
ayuda de un Biichner; se lavé con agua y se secé hasta peso constante sobre P,0s,
y protegiéndola de la luz. La hidridantina se almacené en frasco de color topacio.

b) Reactivo de ninhidrina: se disolvieron 20 gr. de ninhidrina y 3 gr. de
hidridantina por cada 750 ml. de etilenglicolmonometiléter, exento de peréxidos.
Una vez disueltos, se afiadieron 250 ml de tampén acetato 4N, pH 5,5 (véase
Tabla I1.2.).

Este reactivo es inestable. Se preparé inmediatamente antes de su uso y durante
su empleo se mantuvo al abrigo de la luz.

11.4.5.3. Empaquetado de las columnas.

El tamafio de las resinas aconsejado por MooRE y col. (1958) es de 56 = 9
micras para las columnas cromatograficas de los aminoacidos neutros y 4cidos y
de 40 = 7 micras para los bésicos. Las resinas utilizadas en el trabajo descrito en
esta tesis fueron de 48 * 10 micras (para la columna usada para separar los
aminoicidos neutros y 4cidos) y de 30 + 7 micras (para la separacién de los ba-
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sicos) que resultan més eficaces en las condiciones de trabajo usadas (SaLA y Burcos, se disolvié en un volumen conocido de agua destilada y se filtré a través de un
1972). En el extremo inferior de ambas columnas se colocé una pequefia fraccién filtro «Millipore» con ayuda de vacio.
de resinas de 18 = 7 micras. Los extractos de aminoicidos libres asi obtenidos se conservaron a —15,
Las resinas se lavaron en un embudo de Biichner primero con CIH 4N (unos —20°C hasta su anélisis.

500 ml.), luego con agua y después con NaOH 2N hasta que el filtrado alcanzé La figura I1.2. es un diagrama de flujo que esquematiza la técnica de extrac-
una reaccién fuertemente alcalina. Se lavaron finalmente con agua y abundantes cién y purificacién de los aminoécidos libres.
cantidades de tampén citrato sédico 0,2 N, pH 3,19 (sin Brij-35 ni tiodiglicol) b) Colocacién de la muestra: a una alicuota de volumen inferior a 1,5 ml.
hasta un pH de filtrado préximo a 3.

" Las columnas se llenaron depositando sobre la placa porosa primero resinas QUESO (25 gr.) .
de 18 + 7 micras hasta una altura de 3-5 c¢m,, afiadiendo tampén de pH de 3,19 + 25 ml. de agua destilada

hasta llenar la columna y aplicando una presién de 4-5 Kg/cm?2, con ayuda de una
bala de nitrégeno, con la finalidad de apretar fuertemente las particulas. Cuando Tz:ituracidn en M.S.E. (5 min.)
habia pasado casi todo el tampén de pH 3,19, se dividié en tres lotes el resto de las |

resinas (tamafio de 48 = 10 micras para la columna de 165 cm y de 30 = 7 para Centrifugacién (3.500 r.p.m.)

la de los aminoacidos basicos); se verti6 el primero en la columna correspondiente

y se aplicé una presién de 4 Kg/cm2, se deposité luego la segunda fraccién a una Sedimento Sobrenadante
presién de 3 Kg/cm?; el tercer lote se deposité, finalmente, sobre las resinas ante- + 25 ml. agua (medir volumen)
riores a 2 Kg/cm?. Este sistema de llenado resulta esencial para evitar posteriores
perturbaciones del flujo (SaLa y Burcos, 1972).

Las columnas se equilibraron antes de la cromatografia pasando tampén ci- Centrifugacién
trato 0,2 N, pH 3,19 a la presién de trabajo usada durante la cromatografia, hasta
que el nivel alcanzado por las resinas quedara definitivamente estabilizado.

La fase mévil de la cromatografia (tampones) fue impulsada por una bomba

Trituracién M.S.E.

Sedirento Sobrenadante— 5 Total sobrenadantes
e .. {medir volumen)
peristéltica «Biichler», mod. 2-6100. Alfcuota (30 ml.)

El flujo usado en la columna de los aminoécidos neutros y acidos fue de + 360 ml. alcohol
80-90 ml./h. y en la de los aminoécidos bésicos fue de 150 ml/h.
Precipitacién (30min.
a 49C.)

114.54. Extraccién, purificacion y colocacion de la muestra; desarrollo de la cro-
Centrifugacién (3500 re.p.m.)

matografia y andlisis de las fracciones eluidas.
a) Extraccién urificacién de la muestra: la extraccién d ino4cid /
. ) p Y p acclon e ammoacicos Sobrenadante Sedimento
libres se efectué a partir de muestras tomadas de acuerdo con las normas de la (Desechar)
FIL-IDF (2 : 1958), siguiendo, en esencia, en método de BLock (1956): la muestra Concentracién (Roto-vapor)

de queso se trituré bien con el homogeneizador de cuchillas M.S.E.; una alicuota
Resuspender (10 ml. de agua)

. . iy ‘2 . Filtrar Millipore
durante 5 minutos; se retiré el sobrenadante y se repitié la extraccion del sedimento P \

se mezclé con agua destilada en la proporcién 1/1 (p/ v); la mezcla se homogeneiz6
durante 5 minutos en el aparato citado; el homogeneizado se centrifugé a 3.500 r.p.m.

en las mismas condiciones. Se reunieron los extractos y se trataron con 12 volime-
nes de etanol absoluto durante 30 minutos a 2-4°C; se eliminé el precipitado por Reactivo Ninhidrina Analizador aminodcidos
“ centrifugacién y el sobrenadante se concentré en el roto-vapor a 20°C y conectado

Figura I1.2: Método de extraccién urificacién de 1 inoscid i
. . . C e . . . . ol s
a un liofilizador tipo «Quickfit», provisto de una bomba de alto vacio. El residuo ejemplarizada con una muestra de 25 gramoz- ? va aminodcilos [ibres del aucso,
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se le afiadié 1 ml. de tampén citrato de pH 2,2 (Tabla I1.1.) y se deposité sobre
el lecho cromatogrifico una vez evacuado el tampén de la columna. Se le aplicé
una presién de 3 Kg/cm? hasta que la muestra penetré en las resinas y se le afia-
dieron dos veces 0,5 ml del citado tampén citrato de pH 2,2 que se hicieron penetrar
a la misma presién que la muestra. Se llené luego la columna con tampén citrato
de pH 3,19 y se conect6 la bomba peristéltica operando a un flujo de 80-90 ml./h.
El eluato se recogi6 en fracciones de 2 ml. en un colector de fracciones L.K.B. mod.
Ultrorac-7.000.

Cuando se hubo recogido 2,5 veces el volumen de elucién del 4cido aspértico
(determinado previamente en una cromatografia de aminoacidos patrén) se cam-
bié el tampén, sustituyéndolo por el de pH 4,24 (a los 360 ml. en nuestras condi-
ciones experimentales).

La cromatografia se dio por concluida cuando se hubo eluido la fenilalanina,
(En nuestras condiciones experimentales cuando la totalidad del eluato recogido
alcanzé un volumen de 640 ml.).

A lo largo del desarrollo cromatografico, se hizo circular, por la camisa de
las columnas, agua a 50°C impulsada por una bomba «Braum», mod. Thermomix-LL.

¢) Anilisis del eluato: A cada tubo (con 2 ml. de eluato) se le afiadié 1 ml.
del reactivo de ninhidrina (11.4.5.2.); los tubos se agitaron durante 10-15 segundos
y se introdujeron en un bafio de agua hirviendo, donde se mantuvieron durante
15 minutos. Se enfriaron luego introduciéndolos en un bafio de agua fria. El
contenido de cada tubo se diluyé con 5 ml. de etanol-agua (1/1) (v/v) y se agitaron
enérgicamente; a continuacién se leyé su extincién a una longitud de onda de
570 my (440 mjt para la prolina) en un sistema de flujo continuo disefiado por
SaLa y Burcos (1972) (figura I1.3.).

El desarrollo de la cromatografia de los amino4cidos bésicos, en la columna
de 65 cm, rellenada con resinas de 30 = 7 micras hasta una altura no menor de
25 cm, se llevé a cabo de forma similar, utilizando como fase mévil tampén citrato
de pH 5,28 = 0,01 a un flujo de 150 ml./h.

La cromatografia se dio por concluida cuando se hubo eluido la arginina, tras
haberse recogido 200 ml. en nuestras condiciones experimentales.

d) Regeneracién de las columnas: terminada cada cromatografia se lavaron,
regeneraron y equilibraron las resinas usadas en la columna empleada para la se-
paracién de los aminoacidos neutros y 4cidos, pasando primero 200 ml. de NaOH
0,2 N, y luego, 500 ml. de tampén citrato de pH 3,19 a un flujo de 80-100 ml./h.
La columna usada para la separacién de ainoicidos basicos se traté pasando
por ella primero 100 ml. de NaOH 0,35 N. y después 300 ml. de tampén citrato de
pH 5,28 a un flujo de 100-150 ml./ h.

11.4.5.5. Identificacién y cuantificacion de los aminodcidos.

Representando gréficamente la extincién a 570 m it (6 440 para la prolina)
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Y

A F
Figura I1.3: Dispositivo empleado para la lectura de los tubos de la cromatografia:

A yB = Tapones de goma perforados.

= Tapa del portacubetas.

= Tapa de ensayo de 16 mm. O, modificado para su descarga a vacio.

= Véstago que abre el paso de luz a través del tubo D al colocar el portacubetas
en el colorimetro.

= Pedal para oprimir el tubo de vacio en el momento de llenar la cubeta y efectuar la
lectura.

= Erlenmeyer para la recogida de las muestras leidas.

= Bomba de vacio o trompa de agua.

IO 1 moO

—Las medidas del portacubetas deben ser idénticas a las del portacubetas original del
colorimetro.

De SaLa y Burcos (1972).

en funcién del volumen de elucién se obtuvo el aminoacidograma correspondiente
a cada muestra. Los aminoicidos correspondientes a cada pico se identificaron
comparando el volumen de elucién con el de los patrones apropiados (B.D.H.).

La cuantificacién de cada aminodcido identificado se llevé a efecto basdndose
en el drea de su correspondiente pico que fue referida a la del mismo aminoacido
de un aminoacidograma patrén preparado con muestras conteniendo 0,70 I* moles
de cada uno de ellos.

En la figura 114 se representa el aminoacidograma patrén de mezclas de ami-
noécidos neutros y 4cidos y en la I1.5 el correspondiente a los aminoacidos basicos.

11.4.5.6. Determinacion del nitrégeno peptidico en la disolucién acuosa final
obtenida en la extraccién y purificacién de los aminodcidos libres del
queso.

Se llevé a efecto por el método del biuret (CHANCE y REDFEARN, 1961). Las
lecturas se refirieron a una gréfica patrén (figura I11.6) preparada con seroalbiimina.
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teucine

aspartico
treonina
serina

Esr0
glutamico
glicocola
atanina

isoleucing
fenilalonina

0.5

_

cisting
tirosina

100 300 <00 500 600 640

VOLUMEN (ml.)

Figura I1.4: Cromatografia de un patrén de aminoécidos neutros y dcidos (muestra conteniendo
1j mol de cada uno de los aminoacidos que se indican en la figura ).

lisina

\

histidina

arginina

N

50 100 150 200 1 2 E] “ 5 mgec proteina
VOLUMEN  (ml.)

Figura I1.5: Cromatografia de un patrén
de amino4cidos basicos y amoniaco (mues-
tra conteniendo 1t mol de amoniaco y ca-
da uno de los amino4cidos que se indican
en la figura).

Figura IL.6: Gréfica patrén para las de-
terminaciones de nitrégeno peptidico por
el método del biuret,
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114.6. Extraccién, fraccionamiento, identificacion y cuantificacion de los lipidos.

11.4.6.1. Determinacién de la materia grasa total.

Se realizé por el método de Gerber, siguiendo la técica descrita en los British
Standard, parte 2. 696 : 1955, utilizando el butirémetro de Van Gulik.

114.6.2. Extraccién de los lipidos.

La extraccién de la materia grasa del queso no es tarea facil; el sistema de ex-
traccién puede afectar significativamente las propiedades de los lipidos extraidos
(BuRTON y col., 1955). Se han preconizado extracciones en medios 4cidos, alcalinos
y neutros, por procedimientos fisicos y quimicos (VAN GINKEL y Roos, 1964). El
procedimiento seguido en esta tesis consta de dos fases: una extraccién fisica y otra
quimica efectuada sobre el residuo de la primera. El porcentaje total extraido se
obtuvo por referencia a la determinacién de grasa total por el método de GERBER
(114.6.1).

a) Método fisico:

Extraccién: se efectué siguiendo el método de ScarpeLLINO y Kosikowski
(1961). Se tomé una cantidad conocida de queso (alrededor de 100 gr.) desprovisto
de corteza. Se trituré en un mortero y se le afiadieron 2 volimenes de agua destilada
a unos 20°C; se mezclaron perfectamente con un agitador mecdnico y se ajusté el
pH a 4,1 con CIH 2N., con lo que los glébulos grasos ascienden a la superficie; se
mantuvo la mezcla a 4°C durante 30 minutos y se calenté luego a 40°C al bafio
maria; se centrifugé durante 5 minutos a 3.000 r. p. m. separdndose tres capas de
densidades crecientes: materia grasa, agua y caseina. Se retir$ la grasa, que lleva
siempre consigo cierta cantidad de caseina, por lo que se volvié a centrifugar previa
adicién de una pequefia cantidad de agua destilada; tras el calentamiento a 48-50°C
una vez retirada el agua, se decanté la grasa sobre un erlenmeyer previamente tarado.

Purificacién: el extracto lipidico obtenido por centrifugacién se liberé de ma-
terial no lipidico disolviéndolo en unos 100 ml. de cloroformo-metanol 2/1 (v/v)
y lavdndolo por el método de Folch (FoLcH y col., 1957).

La disolucién de lipidos asi obtenida se concentré en roto-vapor hasta un
volumen de 5-10 ml. que se transfirieron a un matraz previamente tarado, donde
se acabaron de liberar de disolvente mediante corriente nitrégeno, al abrigo de la
luz y manteniendo el residuo en un desecador al vacio durante 2,3 horas sobre
Cl;Ca. Se determiné el peso del extracto purificado y se conservé éste a —15,
—20°C, hasta su anélisis.

—265—



b) Método quimico:

Extraccién y purificacién: la caseina residual del método fisico se extrajo
siguiendo, en esencia, el método de Folch (FoLcu y col., 1957), para productos
que contienen grandes cantidades de agua. Para ello, se afiadieron 5 ml. de clo-
roformo-metanol 2/1 (v/v) por cada gramo de caseina residual y se agité la mezcla
durante 30 minutos a la temperatura ambiente. Se filtré y la fraccién retenida por
el filtro se extrajo de nuevo por el mismo método otras dos veces. Se reunieron los
filtrados y se liberaron de disolventes. El residuo se purificé como el extracto fisico.
Se pesé el extracto purificado y se almacené hasta su anilisis, a —15, —20°C.

11.4.6.3. Fraccionamiento de los lipidos purificados en columna de dcido silicico-

celita.

11.4.6.3.1. Acido silicico-celita 4/ 1.

a) Empaquetado de la columna: se depositaron en un mortero acido silicico
(previamente activado durante 12 horas a 110°C) y celita en la proporcién de 4/1.
Se le afiadié una mezcla de cloroformo-metanol (98/2) (v/v) y se homogeneizé
con el fin de lograr una perfecta distribucién del écido silicico y la celita. La sus-
pensi6n asi obtenida se transfirié a una columna cromatogréfica adecuada. Se man-
tuvo una relacién altura/didmetro de la columna de 12,5.

b) Desarrollo de la cromatografia: la muestra a cromatografiar se pes6 y se
disolvié en la minima cantidad posible de cloroformo-metanol (98/2) (v/v); se
deposité sobre el lecho cromatografico, en el que sobrenadaba una capa de disol-
vente de 1 cm. de altura. Una vez introducida la muestra en el soporte cromatogra-
fico se afiadié mds disolvente y se desarrollé la cromatografia con una serie eluotré-
pica constituida por las siguientes mezclas de cloroformo-metanol, como fase mévil.

Fraccién 1, Cloroformo 98 %, Metanol 2 %.
Fraccién 2, Cloroformo 97 %, Metanol 3 %.
Fraccién 3, Cloroformo 96 %, Metanol 4 %.
Fraccién 4, Cloroformo 95 %, Metanol 5 %.
Fraccién 5, Cloroformo 90 %, Metanol 10 %.
Fraccién 6, Cloroformo 85 %, Metanol 15 %.
Fraccién 7, Cloroformo 80 %, Metanol 20 %.
Fraccién 8, Cloroformo 0 9%, Metanol 100 %.

La muestra cromatografiada estuvo en una proporcién de alrededor de 1 gr.
por cada 20 de soporte.

Durante toda la cromatografia, se protegieron contra la luz la columna y las
fracciones recogidas.

El paso de las fracciones eluidas se registré una vez liberadas de disolventes.
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11.4.6.3.2. Acido silicico-celita 1/ 1.

En las cromatografias en écido silicico-celita (1/1) (p/p) sélo se usaron dos
fases méviles: cloroformo (10 ml./gr de soporte) para arrastrar los lipidos apolares
y metanol (5 ml./ gr. de soporte) para eluir los lipidos polares.

En este caso, el soporte estuvo constituido por 4cido silicico-celita en la propor-
cién (1/1) (p/p).

La muestra a cromatografiar fue, en todos los casos, de alrededor de 1 gr/40 gr.
de soporte.

114.6.4. Fraccionamiento de los lipidos apolares en columna de silica gel.

Para el fraccionamiento de los lipidos apolares obtenidos en la columna de
cido silicico-celita 1/1 (véase 11.4.6.3.2), se sigui6 el método descrito por SMITH
y col. (1969). La fase estacionaria (silica gel G), previamente lavada (véase 11.2.2),
se activé antes de la preparacién de la columna a 110°C durante 30 minutos. Se
deposité, en la columna, suspendida en benceno, manteniendo una relacién final,
entre altura y didmetro, de 7.

La muestra de lipidos apolares a cromatografiar, previamente pesada (unos
5 mg por gramo de silica gel), se deposité, disuelta en benceno, sobre el lecho cro-
matografico; como fase mévil se usé sucesivamente, benceno, éter etilico libre de
peréxidos, etanol y metanol en las proporciones que se indican (para una columna
de 20 gr. de silica gel) a continuacién:

Fraccion Disolvente Volumen (ML)
1 Benceno 20
2 » 10
3 » 20
4 » 10
5 Bencenn/ éter/ etanol (80/20/1) 10
6 » » » » 40
7 » » » » 50
8 « » » » 40
9 » » » » 30

10 » » »  (30/67/3) 70
11 Eter 40
12 30
13 ol 10
14 Mete;no 20
15 10

»

El flujo de la fase mévil se establecié, en todos los casos, en 1,6 ml./min. apli-
cando a la columna presién con nitrégeno.

11.4.6.5. Obtencién de la fraccion insaponificable.

Se hirvié a reflujo durante 45 minutos una disolucién etandlica de la muestra
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(6 ml. de etanol, con 0,25 % de pirogalol, por cada 0,1 gr. de muestra) junto con
1/2 de su volumen de KOH al 60 %.

Se enfrié el producto y se le afiadié 3 voliimenes de agua destilada. El insa-
ponificable se extrajo 5 veces con éter etilico libre de peréxidos. El extracto se lavé
con agua destilada cuantas veces fue necesario para que la fase inferior (agua de
lavado) alcanzara la neutralidad. Se concentré hasta un volumen de unos 10 ml. que
se transfirieron a un erlenmeyer pequefio, se adicioné sulfato sédico anhidro y se
mantuvo asi 4-5 horas; se filtré a través de una placa de vidrio y el filtrado se recogié
sobre un matraz, previamente tarado, donde se evaporé el disolvente bajo corriente
de nitrégeno. El insaponificable se pesé tras mantenerlo en un desecador con ClyCa
al vacio durante 2 horas.

11.4.6.6. Cromatografia en ldmina fina.

Se utilizaron placas de 20 X 20 cm y de 20 X 5 cm. de un espesor de 0,25 mm.
Se prepararon con silica gel G para cromatografia en ldmina fina, previamente
purificada de la forma que se describe en I1.2.2. Las placas se activaron a 110°C,
durante 30 minutos y se almacenaron en un desecador, sobre Cl,Ca.

La cromatografia se desarroll$ colocando la muestra cuidadosamente, disuelta
en el disolvente apropiado, sobre la superficie de la 1dmina con ayuda de un capilar
e introduciendo la placa en una cubeta con la adecuada fase mévil. Para facilitar
la saturacién de la cdmara se recubrié, en su parte interna, con una hoja de papel
de filtro empapada en la fase mévil.

Se dio por concluido el desarrollo cuando el frente de la fase mévil se hallaba
a 2-4 cm de la parte superior de la placa.

11.4.6.7. Reactivos empleados para el revelado de las léminas finas.

114.6.7.1. Reactivos generales.

a) Acido sulftrico: se rociaron las placas con una disolucién acuosa de SO4H,
al 50 % y se expusieron a 100°C durante 1/2-1 hora.

b) Reactivo del Iodo: se rociaron las placas con iodo al 1 % en cloroformo
o se colocaron en una cubeta sobresaturada de iodo.

11.4.6.7.2. Reactivos especificos.

a) Reactivo de la ninhidrina para pulverizaciones: se utilizé para detectar
los grupos amina y se prepar$ siguiendo la técnica descrita por WAGNER y col.
(1961). Se disolvié la ninhidrina, a una concentracién del 0,2 %, en una mezcla de
95 ml. de butanol y 5 ml. de acido acético al 10 %; las placas pulverizadas se ex-
pusieron a 110°C hasta que se pusieron de manifiesto las manchas (algunos minu-
tos) que adquirieron un color violaceo, demostrativo de los grupos amina.
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b) Reactivo de iodo-ioduro potésico: este reactivo se emples para detectar
los grupos colina. Se preparé disolviendo iodo, a una concentracién del 0,3 %, en
una disolucién de ioduro potasico al 5 %. Se pulverizaron las placas y se mantuvie-
ron a la temperatura ambiente. Los fosfolipidos con grupos colina adquieren color
castafio.

c) Reactivo del azul de molibdeno: los ésteres fosféricos se evidenciaron
mediante la modificacién de DirtmER y LESTER (1964) de la técnica original de
Zinzadze. Las placas se rociaron con una mezcla que contiene un volumen de la
disolucién I, un volumen de la II y 2 volimenes de agua.

Disolucién I: MoOj al 4,011 % en 4cido sulfirico 25N (es necesario calentar
a la llama de un Bunsen para disolver todo el MoO3).

Disolucién II: molibdeno en polvo al 0,365 % en la disolucién I. Para disol-
ver todo al molibdeno es necesario calentar.

El reactivo es estable durante meses a la temperatura ambiente. Las manchas
que contienen ésteres fosféricos adquieren de inmediato un color azul.

d) Reactivo periodato-Schiff: se emple6 para detectar la presencia de hidratos
de carbono en los lipidos. Esta constituido por (Suaw, 1968):

a) disolucién acuosa de periodato sédico al 1 %;

b) diéxido de azufre, obtenido haciendo reaccionar SO4H, con bisulfito
sédico.

c¢) reactivo de Schiff: disolucién acuosa de para-rosanilina al 1 %, decolora-
da haciendo burbujear SO, sobre la disolucién durante 30-40 minutos.

Las placas, tras el desarrollo de la cromatografia, se rociaron primero con pe-
riodato; al cabo de los 10 minutos se eliminé el exceso de periodato mediante SOs,.
Finalmente, se pulverizaron con el reactivo de Schiff.

Los glicolipidos toman un color azulado que aumenta a medida que pasa el
tiempo.

e) Rodamina 6G: este reactivo se utiliz6 para confirmar la existencia de
acidos grasos libres que dan una fluorescencia azul, tras rociar las placas con el
reactivo, al exponerlos a la accién de los rayos ultravioleta.

El reactivo se preparé disolviendo rodamina 6G en agua, al 0,005 %.

11.4.6.8. Cromatografia en papel de los productos de hidrélisis de los cerebrésidos
y glicosilglicéridos.

a) Hidrélisis: se llevé a efecto sometiendo a 110°C durante 2 horas, en tubos
cerrados a la llama, muestras de los posibles cerebrésidos y glicosilglicéridos en
CIH 2N. Terminada la hidrélisis, las muestras se enfriaron al chorro y se liberaron
de CIH a presién reducida.

b) Cromatografia: la muestra hidrolizada se disolvié en un pequefio volumen
de agua destilada y se aplicé sobre dos tiras de papel Whatman n.° 1. La cromatogra-
fia se desarroll6 en sentido descendente con una fase mévil constituida por n-butanol/

— 269 —



piridina/agua (6/4/3) (v/v/v). Se dio por concluida cuando esta fase habia re-
corrido unos 40 cm.

¢) Revelado: los papeles se secaron en corriente de aire caliente y se revela-
ron, uno con el reactivo de periodato-Schiff (véase 11.4.6.7.2.d) y otro con el reactivo
de nitrato de plata (TREVELYAN y col., 1950); para ello, se pasé el papel 1.°) por una
cubeta que contenia 0,5 ml. de una disolucién acuosa saturada de nitrato de plata,
diluidos en 100 ml. de acetona; a esta disolucién se le habia afiadido agua, gota a
gota, hasta redisolver el precipitado 2.°) por otra cubeta que contenia 5 ml. de NaOH
al 40 % en 100 ml. de etanol y 3.°) por un recipiente con tiosulfato sédico al 5 %.
El papel se lavé, finalmente, con abundante agua destilada. Los aziicares que contie-
nen grupos reductores adquieren una tonalidad negruzca.

11.4.7.  Identificacién y cuantificacion de los dcidos grasos por cromatografia en
fase gaseosa.

I1.4.7.1.  Cromatografia de los dcidos grasos solubles en agua.

Se usaron columnas de vidrio con fase estacionaria constituida por Porapak Q
(80-100 mallas) preparadas en el laboratorio siguiendo la técnica de MAHADEVAN y
STENROOS (1967). Para ello, se mezclé el Porapak Q con un 2 % de 4cido fosférico
del 85 % previamente disuelto en etanol del 70 %. La mezcla se agité durante 30 mi-
nutos y se evaporé después hasta sequedad en roto-vapor; se mantuvo luego una
hora en una estufa a 110-120°C para eliminar los restos de etanol y se empaquetd
la columna con la mezcla. Las columnas se expusieron finalmente a 220°C en el
cromatégrafo durante 12-16 horas.

El anilisis cromatografico se llevé a cabo a efecto en las siguientes condiciones:

Nitrégeno (gas portador) a un flujo de 60 ml./ min.; flujo de aire: 500 ml. /min.;
flujo de hidrégeno: 60 ml./ min.; Velocidad de la carta: 5 mm./min.; temperatura
de la columna: 212°C; bloque de inyeccién: 275°C; detector de llama: 280°C.

I1.4.7.2. Metilacion de los dcidos grasos libres.

Los 4cidos grasos libres fueron metilados con diazometano, por el procedi-
miento descrito por SCHLENK y GALLERMAN (1960), para lo que se usaron los si-
guientes reactivos:

—Reactivo de M.N.S.A. (n-metil-n-nitroso-paratoluensulfonamida. Se preparé
disolviendo 2 mmoles de M.N.S.A. por mequivalente de 4cido graso a metilar en
1 ml de éter etilico libre de peréxidos.

—Disolucién de carbitol, preparada mezclando 0,7 ml de carbitol con 0,7 ml.
de éter etilico y 1 ml. de KOH al 60 %.

—Eter etilico-metanol (9/1).

Se distribuyeron los reactivos en los lugares apropiados del dispositivo de
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Schlenk y Gallerman (figura I1.7); se hizo pasar por el sistema una corriente de
nitrégeno con un flujo de 6 ml/min. El diazometano se desprendié al ponerse en
contacto el reactivo de M.N.S.A. con el carbitol. El diazometano, arrastrado por la
corriente de nitrégeno, saturé el éter y se le hizo circular por el tubo en forma de W
que se representa en la figura. El diazometano burbujes en el tubo de ensayo final
donde estaba colocada la muestra de los acidos grasos, disuelta en 3 ml. de éter
etilico-metanol (9/1).

r-(—

nitrégeno
|
i
MNSA (r—_;;.
V éter
:ﬁ U
r_'—ﬁ
V ‘f .
Carbitol 1
éter
U
:.'gua. con
hielo

Figura IL7: Dispositivo empleado en la metilacién de los acidos grasos libres, siguiendo el
procedimiento de Schlenk y Gallerman (1960),
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La metilacién se dio por concluida cuando el diazometano en exceso confirié
un color amarillo al éter donde estaba disuelta la muestra.

11.4.7.3. Transesterificacién de los dcidos grasos esterificados.

Para la formacién de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos que forman
parte de los glicéridos y lipidos polares, se utilizé el método de transesterificacién de
SHEATA y col. (1970).

Se disolvié alrededor de 1 mg. de la muestra en un disolvente apropiado y se
deposité en el fondo de un tubito de 30 X 3 mm; el disolvente se evaporé bajo
corriente de nitrégeno. Con una micropipeta se afiadieron 25} 1. del reactivo de me-
tilato sédico recientemente preparado (1,5 ml. de metilato sédico 0,5N en metanol,
mezclados con 6 ml. de éter de petréleo y 2,5 ml. de éter etilico deshidratado y libre
de peréxidos) y se tap6 rdpidamente el tubo; se agité intensamente para conseguir
una mezcla perfectamente homogénea. Al cabo de 2-3 minutos se afiadieron 25t L
de éter de petréleo (de 40-60°C). Se mantuvo unos minutos a la temperatura am-
biente y se procedié a la inyeccién en el cromatégrafo de gases.

11.4.74. Cromatografia de los ésteres metilicos de los dcidos grasos.

Se emplearon columnas de vidrio, rellenadas con dietilenglicol-succinato
sobre Cromosorb (80-100 mallas) lavado al 4cido y tratado con hexametildisilazano,
suministradas por Pekin-Elmer.

Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes:

Gas portador nitrégeno a un flujo de 35 ml./ min; flujo de aire: 300 ml/min;
flujo de hidrégeno: 32 ml/min.; valocidad de la carta: 5 mm/min.; programa de
temperatura: 50-180°C, con un incremento de 8°C/min; bloque de inyeccién: 215°C;
detector de llama: 210°C.

11.4.7.5. Identificacién de los dcidos grasos.

La identificacién de los 4cidos grasos se llevé a cabo basindose en sus tiempos
de retencién (o los, de los ésteres metilicos cuando fueron asi cromatografiados) a
cuyo efecto se compararon con patrones apropiados suministrados por BDH o

Merck.
11.4.8. Identificacién del colesterol.
Se basé:

A) En el Rf y comportamiento frente al reactivo de SO4H,, en las ldminas

finas.
B) En el tiempo en que las muestras tardan en desarrollar su color méaximo

— 272 —

frente al reactivo de Liberman-Burchard (véase 11.4.9.3.). Para ello, se fueron to-
mando muestras a lo largo del tiempo y leyendo su extincién a 620 .,

C) En los tiempos de retencién de la fraccién esteroles (aislada por cromato-
grafia en ldmina fina) sometida a cromatografia liquido-gas. Para ello, se usaron
columnas de vidrio, rellenadas con SE-30 al 1 % sobre Gas-Chrom Q (80-100 ma-
llas). Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes: Gas portador ni-
trégeno a un flujo de 95 ml./min.; flujo de aire: 200 ml./ min.; flujo de hidrégeno:
90 ml./min.; bloque de inyeccién: 230°C; detector de llama: 235°C; temperatura
de las columnas: 211°C.

I1.4.9.  Cuantificacion de los distintos componentes lipidicos caracterizados.

11.4.9.1. Acidos grasos libres.

Se llevé a efecto basindose en los cromatogramas gas-liquido, teniendo en
cuenta el principio de que los pesos de cada uno de los 4cidos grasos identificados
son proporcionales a las dreas de sus picos en el registro grafico. Cuando fue nece-
sario operar con atenuaciones diferentes, se tuvo en consideracién el factor atenua-
cién. En todos los casos, se compar$ el drea de cada pico con la de cantidades cono-
cidas del oportuno patrén. Asi se obtuvo el % (en peso) de cada 4cido graso de la
muestra cromatografiada sobre el total de los 4cidos grasos presentes en la misma.

El dato % en peso de los distintos 4cidos grasos en muestras de 4cidos grasos
libres purificados por ldmina fina permitié calcular el peso molecular del 4cido
graso libre medio, de acuerdo con la siguiente fé6rmula:

100

P. m. de 4cido graso medio =
¥ 9% (en peso)/p. m.

Una alicuota del total de lipidos apolares se disolvié en una mezcla, previa-
mente neutralizada, en benceno-etanol (1/1) (v/v) y se titulé con una disolucién
acuosa de NaOH 0,01 N, utilizando fenolftaleina como indicador.

11.4.9.2.  Triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, hidrocarburos y glicosilgli-
: céridos.

Se efectué por pesada.

11.4.9.3. Colesterol.

Se llevé a efecto por la técnica descrita por MoorRe y Baumman (1952),
utilizando el reactivo de Liebermann-Burchard, anhidrido acético redestilado-acido
sulfirico del 95,5 % (19/1) (v/v). Se afiadieron 4 ml. del reactivo de Liebermann-
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Burchard a la muestra disuelta en 2 ml. de 4cido acético. Se introdujeron los tubos
en un bafio de agua a 25°C, durante exactamente 30 minutos y se ley6 su extincién
a 620 m! contra un blanco de dcido acético. Las lecturas se refirieron a una curva
patrén elaborada con colesterol a diferentes concentraciones, en el rango 0,2-1,2 mg

(figura I1.8).

E.g20 mpy
0.9

08 /
0.7 °

0.6
0.51

0.4 [

03 S °

1
~

mg. colesterol 02 04 05 U6 1 12

Figura I1.8: Grafica patrén para las determinaciones de colesterol por el método de Moore
y Baumman (1952).

11.4.9.4. Fosfolipidos y cerebrésidos.

Se cuantificaron sobre la base del contenido en nitrégeno de las muestras pu-
rificadas por lamina fina y el peso molecular medio de la molécula correspondiente,
calculado teniendo en cuenta su estructura y el peso molecular medio de sus acidos

grasos (véase 11.4.9.1.).

11.4.10. Acidos grasos arrastrables en corriente de vapor.

La medida del total de acidos grasos arrastrables en corriente de vapor consti-
tuye uno de los procedimientos mas frecuentes de determinar el grado de madura-
cién de los quesos. Los arrastres en corriente de vapor se ven muy considerablemen-
te afectados por los detalles de la técnica utilizada. A continuacién se describe la
empleada a lo largo de esta tesis, en la que se han identificado y cuantificado, ade-
mas, los componentes de esta fraccién de 4cidos grasos.
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11.4.10.1. Destilacién.

La destilacién de dcidos grasos se efectué basandose en la técnica descrita por
DixoN y DEMaN (1968). Se pesaron alrededor de 40 gr. de cuajada 6 15 de queso.
Se trituraron en un mortero con una pequefia cantidad de SO4H, al 10 % hasta
formar una emulsién completa. Se transfirié la emulsién a un matraz de 500 ml.
El mortero se lavé con mas SO4H, al 10 %, hasta totalizar una cantidad de 4cido
sulfiirico de 50 ml. (incluido el usado para formar la primera emulsién). Se afia-
dieron unos 35 gr. de SO4Mg, unas perlas de vidrio y 250 ml. de agua. El matraz
se conectd a un aparato de destilaciéon de Reichert-Meissl, conforme a las especifica-
ciones de la AOAC (Official Methods of Analysis) (p. 364, 9.2 ed.).

Se destils hasta recoger 280 ml. ajustando el ritmo de destilacién de modo que
la operacién se completara en 55-60 minutos.

Sobre la boca del matraz en que se recogié el destilado se colocé un embudo
con un papel Whatman n.° 2; el extremo inferior del condensador se hizo contactar
con el papel de filtro.

Se consideraron como 4cidos grasos libres solubles en agua los que pasaron
a través del papel Whatman. Los 4cidos grasos libres insolubles en agua quedaron
depositados sobre el mismo y a lo largo del condensador; se recogieron lavando el
condensador con sucesivos volimenes de alcohol etilico (15 ml.), y colocando el
extremo del condensador sobre el papel de filtro, para lavar éste también. Se com-
pleté asi un volumen total de lavado de 50 ml.

11.4.10.2. Titulacién y saponificacion.

A) Acidos grasos solubles:

Inmediatamente después de la destilacién, se titularon los 4cidos grasos solubles
con una disolucién valorada de NaOH 0,1 N, usando fenolftaleina como indicador.
Las sales formadas, disueltas en agua, se pasaron a un matraz, que se conecté a un
roto-vapor y se concentraron hasta un volumen de unos 8 ml., que se transfirieron
al tubo disefiado por Dixon y DEMAN (1968). En él se evaporaron hasta sequedad
en bafio de vapor y corriente de nitrégeno. Se tapé herméticamente el tubo y se
conservé a—15, —20°C hasta su empleo.

B) Acidos grasos insolubles:

Después de la recogida, se titularon con NaOH 0,1 N, descontando del titulo,
el correspondiente al etanol. Una vez efectuada la titulacién, se concentraron las
jabones hasta sequedad en bafio de vapor y corriente de nitrégeno y se conservaron
en el mismo matraz a —15, —20°C hasta su analisis.
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11.4.10.3. Preparacion de la muestra para el andlisis cromatogrdfico de los dcidos
grasos solubles e insolubles.

A) Acidos grasos solubles:

Los 4cidos grasos componentes de los jabones conservados en el tubo de Dixon
y deMan se disolvieron en una pequefia cantidad de agua conocida (entre 0,6 y 1 ml.).
Se cerrd herméticamente el tubo que se mantuvo asf hasta el final de los analisis.

Los 4cidos grasos se liberaron mediante una hidrélisis acida, con 4cido fosfé-
rico al 85 % que se introdujo a través del tapén del tubo de Dixon y deMan con
ayuda de una jeringa. La cantidad exacta de 4cido fosférico a utilizar se calculé te-
niendo en cuenta el titulo experimentalmente determinado del acido fosférico y el
NaOH empleado para saponificar los 4cidos grasos. Fue necesario afiadir entre
0,05 ml. y 0,15 de acido fosférico, segiin el volumen de las muestras analizadas. La
fenolftaleina que acompafiaba a los jabones sirvié, en cualquier caso, de indicador.
Se agitaron luego los tubos enérgicamente durante 5-10 minutos, etapa que resulta
fundamental para la completa liberacién de los dcidos grasos (Dixon y DEMAN,
1968).

Parte de los acidos grasos no se disolvieron en el agua, sin duda, por hallarse
a saturacién y quedaron sobrenadando.

Una alicuota de la fraccién acuosa se inyecté en el cromatégrafo equipado
como se describe en 11.4.7.1. El resto se extrajo (4 veces) con éter etilico libre de
peréxidos, en un tubo de vidrio con tapén esmerilado y se procedié a metilar sus
4cidos grasos por el procedimiento del diazometano (véase 11.4.7.2).

B) Acidos grasos insolubles:

Las sales sédicas formadas en la titulacién de los cidos grasos insolubles se
disolvieron en unos 20 ml. de agua destilada; la disolucién se acidificé luego con
CIH 2N, al rojo congo y se extrajo 3 veces con un volumen igual de éter etilico
libre de peréxidos. La disolucién etérea se concentrs hasta un volumen final de
4 ml. y se procedi a su metilacién con diazometano (véase 11.4.7.2).

114.11. Determinacion de la relacion molar de los glicosilglicéridos.

11.4.11.1. Determinacion de glucosa.

Se efectué siguiendo el método que a continuacién se describe, basado en el
de Dusois y col. (1956): a 2 ml. de una disolucién acuosa del hidrato de carbono
se le afiadié otro ml. de fenol al 5 %; luego se le adicionaron, rapidamente, 5 ml.
de SO4H, del 95,5 %, de densidad 1,84 (Merck). La mezcla se dejé a la temperatura
ambiente durante 10 minutos y se expuso luego, durante 20 minutos, al bafio maria

(25-30°C).
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Se ley6 la extincién a 490 myt vy las lecturas se refirieron a una curva patrén
confeccionada con glucosa (figura 11.9).

11.4.11.2. Determinacién de glicerol.

Se realizé siguiendo, en esencia, el método de HaNaraM y OLLEY (1958): a 1 ml.
de una disolucién acuosa de glicerol se le afiadio primero una gota de SO4H, 10 N.
y luego 0,2 ml. de periodato sédico 0,1 M. Después de 5 minutos a la temperatura
ambiente se le afiadieron 0,2 ml de una disolucién acuosa al 10 % de Sy0sNas y
5 ml del reactivo de 4cido cromotrépico (1 volumen de una disolucién acuosa al
1 % de acido cromotrépico —sal disédica— y 4,5 volimenes de SO4H, 24 N.). La
mezcla se calenté durante 30 minutos en un bafio de agua hirviendo. Posterior-
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Figura I1.9: Grafica patrén para las determinaciones de glucosa por el método de Dubois
y col. (1956).

mente, se enfri6 y se le afladieron 0,2 ml de tiourea a semisaturacién. Finalmente,
se agitaron los tubos enérgicamente y se leyé la extincién a 570 my , refiriendo las
lecturas a una curva patrén construida con glicerol (figura 11.10).

La relacién molar entre el glicerol y la glucosa se establecié teniendo en
cuenta los resultados de las determinaciones anteriores y los respectivos pesos
moleculares de la glucosa y glicerol.
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CAPITULO III
RESULTADOS

1IL1. Flora microbiana de la leche y el queso y evolucion de la misma a lo largo
del proceso de maduracion.

Los estudios que se recogen en este apartado estan encaminados al esclareci-
miento de la flora més significativa de la leche utilizada para la fabricacién del
queso por procedimientos artesanos, y de las modificaciones experimentadas por la
misma a lo largo de la maduracién del queso con el objeto de disefiar un cultivo
lactico que permita la fabricacién de un producto con caracteristicas similares, a
partir de leche pasterizada.

Para ello, fue preciso ponerse de acuerdo con dos fabricantes a pequefia escala,
de queso tipo «Ulloa» a partir de leche cruda, de gran reputacién por la alta calidad
de sus productos y una explotacion ganadera de gran tamafio con una fabrica de
quesos y facilidades para la pasterizacién de la leche, todos ellos localizados en la
provincia de Lugo.

111.1.1. Florade la leche. Recuentos.

Se tomaron muestras representativas de las leches utilizadas por los fabricantes
de queso a partir de leche cruda, que habfan sido obtenidas por ordefio manual
y de la explotacién ganadera que se obtuvo por procedimientos mecanicos.

Se efectuaron en el lugar de origen recuentos de las muestras en Agar Elliker
(medio muy favorable para el desarrollo de los gérmenes lacticos), en Agar Rogosa
(medio selectivo para lactobacilos), en Agar mEnterococcus (medios selectivo para
enterococos) y en Agar para recuento en placa de Difco, como medio para el recuento
total.

El tiempo transcurrido entre el ordefio y las siembras no fue, en ningin caso,
superior a las tres horas.

Los resultados obtenidos (gérmenes/ ml. de leche), asi como los valores del pH
en el momento de la toma de muestras para los andlisis bacteriolégicos se expresan
en la tabla I11.1. Las muestras 1 y 2 corresponden a las leches ordefiadas manual-
mente y la 3 a la obtenida por procedimientos mecénicos en la explotacién ganadera.

Los recuentos obtenidos de la muestra niimero 3 y en los medios Elliker y de
Recuento total manifiestan una mayor proliferaciéon en ellos, de los gérmenes lac-
ticos, corroborada por las medidas de pH.

Sin embargo, el recuento en Agor m-Enterococcus refleja, sin duda, una
mayor higiene en la obtencién de la leche ( por métodos mecénicos).
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TABLA IIL1

Recuentos de la leche utilizada por los fabricantes de queso «Ulloa» para la
elaboracién de sus productos sin pasterizacién previa (1 y 2) y de la leche obtenida en
una explotaciéon ganadera de gran tamaiio (3)

MUESTRAS 1 2 3
pH Leche 6,7 6,7 6,6
Rec. A. Elliker 1,28 X 106 1,10 X 105 3,23 X 108
Rec. A. Rogosa 4,50 X 103 3,00 X 108 2,40 X 102
Rec. A. mEnterococcus 1,08 X 10¢ 1,10 X 10¢ 7,00 X 108
Rec. total 2,30 X 108 1,20 X 108 3,00 X 108

Los resultados se expresan en gérmenes / ml de leche.

I11.1.2. Identificacién de los gérmenes responsables de los recuentos.
I11.1.2.1. Agor Elliker: género Streptococcus, Staphylococcus y Micrococcus.

Aunque es frecuente admitir que los recuentos en Agar Elliker al cabo de
2 dias a 32°C estdn enteramente constituidos por la flora l4ctica (DEMETER, 1969),
las observaciones microscépicas y el test de la catalasa revelaron la existencia adi-
cional de cocos Gram positivos, catalasa positivos y, por ello, se tomaron 30 colonias
(5-10 de cada tipo morfolégico) de cada una de las placas con aproximadamente
un centenar; se aislaron y propagaron en tubos inclinados de Agar Elliker y se some-
tieron a la tincién de Gram y a la prueba de la catalasa.

En la tabla IIL.2 se muestran los porcentajes que del recuento en Agar Eliker
representan los cocos Gram positivos, catalasa positivos y los Gram positivos, cata-
lasa negativos (estreptococos lacticos).

Una vez més, los resultados reflejan las superiores condiciones higiénicas en
la obtencién de la leche de la muestra niimero 3.

TABLA II1.2,

Porcentaje de los cocos Gram +, catalasa + y — de las tres muestras de leche

Muestra Catalasa + Catalasa

1 33,33 66,66

2 25,92 74,07

3 0,00 100,00
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Los cocos Gram positivos, catalasa positivos se sometieron a la prueba de
fermentacién de la glucosa en anaerobiosis; aquellos en los que fue positiva se en-
cuadraron en el género Staphylococcus y los que dieron resultados negativos se
consideraron como Micrococcus.

En la tabla IIL.3 se expresan los porcentajes de los géneros Staphylococcus y
Micrococcus respecto al total de los cocos Gram positivos, catalasa positivos en
cada muestra de leche.

TABLA IIL.3

Porcentaje de los géneros Staphylococcus y Micrococcus respecto al total de cocos
Gram posilivos, catalasa positivos

Muestra Staphylococcus Micrococcus
1 62,49 37,50
2 57,13 42,86
3 0,00 0,00

Los cocos Gram positivos, catalasa negativos se clasificaron como pertenecien-
tes al género Streptococcus, grupo N de Lancefield; todas las colonias catalasa ne-
gativas manifestaron las siguientes caracteristicas: cocos Gram positivos, catalasa
negativos, crecimiento a 10°C pero no a 45°C, reduccién del tornasol antes de
coagular la leche, falta de crecimiento a pH 9,6 o en presencia de CINA al 6,5 %.

Se clasificaron en especies basandose en su crecimiento a 40°C y en su com-
portamiento frente a la reaccién de Voges-Proskauer (negativo en todos los casos)
y en la produccién de NHj a partir de la arginina (positiva en unas cepas que proli-
feraron ademds a 40°C y fueron, por tanto, identificadas como Streptococcus lactis
y negativa en otras que ademds no crecieron a 40°C, identificadas como Strepto-
coccus cremoris.

En la tabla II1.4 se muestran los porcentajes de S. lactis y S. cremoris respecto
al total de estreptococos lacticos.

TABLA IIL.4

Porcentaje de S. lactis y S. cremoris en la flora perteneciente al género Streptococcus,
grupo N de Lancefield.

Muestra S. lactis S. cremoris
1 62,50 37,50
2 55,00 45,00
3 66,66 33,33

En la tabla IIL.5 se recoge la contribucién de los distintos gérmenes identifica-
dos al recuento en Agar Elliker.
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TABLA IILS

Porcentaje de los distintos gérmencs identificados en Agar Elliker

Muestra S. lactis S. cremoris Micrococcus sp. Staphylococcus spp.
1 41,66 24,99 12,50 20,83
2 40,73 33,33 11,11 14,81
3 66,66 33,33 00,00 00,00

Se observa claramente el predominio de los gérmenes lacticos sobre los micro-
cocos y estafilococos, sobre todo en la muestra nimero 3 que fue ordefiada y con-

ducida a la sala de recepcién por métodos mecéanicos.

I11.1.2.2. Agar Rogosa: Lactobacilos.

De 5 a 10 cepas de cada tipo morfolégico observado en las placas de Agar ro-
gosa se propagaron en caldo Rogosa y se sometieron a las pruebas pertinentes para
la identificacién de las especies, de acuerdo con las normas de Rocosa y SHARPE
(1959) y se clasificaron con arreglo al criterio de OrLA JENSEN (1943).

Todas las cepas procedentes de las tres muestras respondieron a las siguientes
caracteristicas: formas bacilares, Gram positivas, no esporuladas, catalasa negativas,
no productoras de gas a partir de la glucosa. Se identificaron por tanto, como per-
tenecientes al género Lactobacillus, grupo homofermentativo.

Todas las cepas aisladas crecieron abundantemente a 15°C y no crecieron o lo
hicieron pobremente a 45°C. Se clasificaron pues, dentro del grupo Streptobacterium
de Orla Jensen.

Todas las cepas fermentaron también la glucosa con produccién de écido,
lactosa, melecitosa, arabinosa, sacarosa, melibiosa y celobiosa. Se identificaron por
tanto, como Lactobacillus plantarum.

111.1.2.3. Agar mEnterococcus: Enterococos.

Las colonias que crecieron en Agar mEnterococcus se aislaron y propagaron
en Agar triptosa y se sometieron a las pruebas oportunas para la identificacién de
especies, de acuerdo con las normas de SHERMAN (1937) y TuarcHeRr y CLARK
(1968).

Todas las cepas aisladas a partir de este medio ofrecieron las siguientes ca-
racteristicas: forma cocoide, Gram positivas, catalasa negativas, crecieron bien a
10°C y 45°C y en presencia de CINa al 6,5 %, proliferaron a pH de 9,6 y redujeron
el tornasol antes de coagular la leche. Se incluyeron por tanto, dentro del grupo
fisiolégico Enterococcus, pertenecientes al grupo serolégico D de Lancefield.

Se identificaron las especies presentes baséndose en las pruebas de fermenta-
cién de sorbitol, manitol, arabinosa, melibiosa y melecitosa; crecimiento en caldo
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triptosa con 0,05 % de telurito potésico; reduccién del cloruro de 2, 3. 4 trifan:
tetrazolio; coagulacién y reduccién de la leche tornasolada e hidrélisis c’le l,a tlnf?ml

Se observaron dos grupos de colonias, A y B, cuyas caracteristicas g aina.
taje que representan del total de enterococos se indican en la Tabla IIL6. Y poreen-

TABLA I11.6

Identificacién y porcentaje de las cepas de Enterococos aisladas a partir de las muest
de leche analizadas stras

Cepas v ;
P o del total Caracteristicas Identificacién
o o i
® 2 b <
i) 3 e S 8 . 2 o
= = = S 8 = k= g
) g a = = : E o
B g g T B R
73 g o g g [—1 = %
A 5 —_ * + F 1
: 4; n i (1) + + F (2 - —  — 8. faecium.
— — + + +  S.faecalis, v.
liquefaciens

(1y: E, la mayoria dieron un resultado positivo frente a la prueba.
(2): =+, la mayoria dieron un resultado negativo frente a la prueba.

Las colonias tipo A se identificaron como Streptococcus faecium y las tipo B
como pertenecientes a la especie Sireptococcus faecalis. Todas las cepas identificadas
como S. faecalis reducian el tornasol, producian acido a partir de la lactosa y
coagulaban la leche con separacién del suero e hidrolizaban la gelatina; se consi-
deraron por tanto, como cepas pertenecientes a la variedad liquefaciens de S. faecalis.

HL1.3. Evolucion de la flora mds significativa en el queso.

Con las mismas partidas de leche de las que se tomaron las muestras para los
andlisis microbiolégicos descritos en II1.1.1, se fabricaron sendos lotes de quesos.
Periédicamente se fueron retirando muestras (unos 150 grs. de cada uno de tres
quesos) de cada fabricante que tras su mezcla a partes iguales por homogeneizacién
se sometieron al mismo esquema de anlisis microbiolégicos sefialado para la leche',
se determiné también el pH con electrodos de puncién (med. K 4011 de «Radioi
meter»).

La evolucién de la flora se recoge en las tablas 1117 y IIL.8 y en las grafi-
cas IIL1 y II1.2. Los resultados se expresan en ger/ml. (para la leche) y en ger/gr
(para el queso). .

De las tablas I11.7 y I1L8 y graficas I1L1 y II1.2 se deduce que tanto el recuento
total como los lactobacilos, enterococos y los gérmenes que crecen en Agar Elliker

aumentan bruscamente en las primeras 24 horas para seguir proliferando luego con
mis lentitud.
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TABLA IIL.7 TABLA 111.8
Evolucién de la flora microbiana en el queso elab(.n:ado por el fabricante N.” 1, a lo Evolucion de la flora microbiana en el queso elaborado por ¢l fabricante N.° 2, a lo
largo de la maduracion largo de la maduracién ’
Leche (1) Queso (2) Lchee (1) Queso (2)
DIAS 1 7 14 2 DIAS 1 7 14 25
s 6
Rec. A. Rogosa 3,00 X 104 4,10 X 10° 7,10 X 105 8,30 X 105 2,80 X 10 Rec. A. Rogosa 3,00 X 103 1,00 X 10¢ 2,19 X 104 1,73 X 105 3.00 X 106
Rec. A. Elliker 128 X 105 9,26 X 107  3,18Xx 108 268X 105 1,27 X 108 Rec. A. Elliker 960 X 104 133 X 107 200 X 105 105 X 10¢ 3,36 X 108
Rec. A. mEnte- 20 X 107 1.10 X 108 Rec. A. mEnte- ,
rococcus 580 X 105 160 X 107 4,90 X 107 9,20 X : Tococcus 500 X104 1,80 X106 1,20 X 107 176 X 107 3,20 X 107
Rec. total 9,00 X 10 6,70 X 107 4,50 X 108 3,74 X 108 4,00 X 108 Rec. total 8,80 X 104 3,10 X 107 1,53 X 108 1.25 X 108 865 X 108
0 5,9 ’
pH 6,7 6,0 6, 5 5,4 pH 6,8 6.4 6.4 6,0 5,5
(1): Los resultados de los recuentos se expresan en gétrmenes/ ml. de leche. Los resultados de los recuentos se expresan en gérmenes/ ml, de lech
(2): Los resultados de los recuentos se expresan en gérmenes/ gr. de queso. Los resultados de los recuentos se expresan en ge’rmezzz/ rgrll- deeqfliseo'.
Rec. total o
R.en agag El- | PH
Rec. total . x / ker
° 8- okg
R. en A. Elliker pH
. jﬁmg__,___———l o Enterococos a
/ y /
7 A 7
. /
L7 E | N
< 64 Lactobacilos
Lactobacilos s @ °
/ E \
w I :
o s
£ g 5 e 6
“:;‘ o H
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i —— s
: o J ./
z pH [
p /
s 3
.
- - 5
1 7 14 25 DIAS
3 v " 25 DlAss Figura II1.2: Evolucién de la flora microbiana en el queso elaborado por el fabricante N.° 2,
1 7 a lo largo de la maduracién.

Figura I1L1:Evolucién de la flora microbiana en el queso elaborado por el fabricante Ne 1,
alo largo de la maduracién.
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De la casi superposicién de las graficas que representan la evolucién de la flora
total y los recuentos en Agar Elliker, excepto en los tltimos nueve dias, se infiere
que la mayor parte de la flora del queso esta constituida, en los primeros dias,
por los gérmenes que crecen en Agar Elliker. En los @ltimos nueve dias el ligero
aumento del recuento total sobre los gérmenes presentes en Agar Elliker se debe,
sin duda, al incremento experimentado por los lactobacilos y enterococos.

El pH sigue, igualmente, un curso similar en ambas muestras, estabilizando-
se en 6-6,2 hasta que los lactobacilos alcanzan cifras considerables, descendiendo
después hasta un valor en torno a 5,5 ml final del proceso (25 dias).

1IL.1.3.1. Ewvolucién de los Micrococos y Estafilococos (cocos Gram positivos,
catalasa positivos) y de los estreptococos licticos (Gram positivos, cata-
lasa negativos).
Los gérmenes que crecieron en Agar Elliker, al igual que en las muestras de
leche, como se indica en I11.1.2.1, se separaron en dos grupos.
1) Cocos Gram positivos, catalasa positivos.
2) Cocos Gram positivos, catalasa negativos.
En los gérmenes lacticos (catalasa negativos) se diferencié el S. lactis del
S. cremoris por la capacidad de aquel de producir NH; de la arginina y crecer a
40°C.
En la tabla I11.9 se recogen los procentajes que S. lactis y S. cremoris represen-

tan respecto del total de estreptococos lacticos.

TABLA IIL9

Porcentaje de S. lactis y S. cremoris a lo largo de la maduracién del queso elaborado
por el fabricante niim. 2

DIAS 1 7 14 25
S. lactis % 66,66 60,00 80,00 60,00
S. cremoris % 33,33 40,00 20,00 40,00

Al igual que ocurria en las muestras iniciales de leche, €l S. lactis se encuentra

siempre dominando sobre el S. cremoris.
En esta fase del trabajo se estudié conjuntamente la evolucién de todos los
cocos Gram positivos, catalasa positivos sin distinguir entre los géneros Staphylo-

coccus y Micrococcus.
La tabla IIL10 y figura 1113 recogen la evolucién de todos los cocos Gram

positivos, catalasa positivos y negativos que crecen en Agar Elliker.
Del analisis de la tabla 11110 y de la grafica IIL3, se deduce que los cocos
Gram positivos, catalasa positivos que crecen en Agar Elliker, van disminuyendo
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TABLA II1.10

Porcentaje de los gérmenes que crecieron en Agar Elliker, a lo largo de la maduracién

DI1AS 1 7 14 25
Catalasa + (%) 70,00 47,35 12,00 0,00
Catalasa — (%) 30,00 52,63

_ S ! 88,00
S. lactis % 19,99 31,58 70,40 1%’83
S. cremoris % 9.99 21,05 17,60 40,00
lﬂow CATALAS:-
o0l /
X
804
7] o
4 S. tactis
604
" 'y
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z
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Figura IIL3: Evolucién de la flora que crecié en Agar Elliker, a lo largo de la maduracién.

progresivamente y, al final de la maduracién, la flora que crece en este medio, estd
constituida exclusivamente por los gérmenes lacticos (Gram positivos, catalasa
negativos).

IIL1.3.2. Identificacion de los gérmenes pertenecientes a los géneros Staphylococ-
cus y Micrococcus.

Cuarenta cepas elegidas al azar de las clasificadas en cada uno de estos géneros,
procedentes en su mitad de la leche y otras tantas de los quesos de 1 y 7 dias, se
sometieron a las pruebas pertinentes para su identificacién (véase 11.3.10.3.b).

Ninguna cepa del género Staphylococcus produjo acido a partir del manitol,
ni dio positiva la prueba de la coagulasa. Se identificaron como Staphylococcus
epidermidis y se encuadraron en los grupos II y IV de la clasificacién de Bairp-
PARKER (1963 y 1965).
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El comportamiento de las cepas del género Micrococcus frente a las pruebas

16 ¥ i reali iverso

de fermentacién de aziicares y manitol y los restantes tests realizados fue dive 1,
permitiendo clasificarlas en cuatro grupos que responden segiin se indica en la

tabla III.11.

TABLA II1.11

Respuestas frente a las pruebas que se expresan de las diferentes cepas aisladas del
género, Micrococcus

—
()
w
N
w

GRUPO

+
+
N
N
N

Catalasa

Acido de la glucosa
1) Anaerobiosis
2) Aerobiosis

Voges-Proskauer

Nitratos a nitritos

Util. fosf. amén. in.

Hidrélisis gelatina

Fosfatasa

Produccién 4cido de:
Arabinosa
Lactosa
Maltosa
Manitol

Color colonias

| +++ |+

1T +++1
_|_
|

LT+

Wl
H+

Ll

+

|1+
||+

Amarillo Blanquecina Rosadas Blanquecina Blancas

*+: Resultado variable.

Sélo dos de estos grupos, el 3 y 5, coinciden en las propiedades con algunos
de los sefialados por Bairp-PARKER (1963 y 1965) (grupos 8 y 7, respectivamente
de Cohn), que de acuerdo con el citado autor, serian sinénimos de Micrococcus
roseus y Micrococcus luteus; conviene sefialar sin embargo, que el grupo 5 de las

cepas aqui aisladas no es pigmentado.

111.1.3.3. Naturaleza de la flora del queso que crece en Agar Rogosa.

Se procedié como con las muestras de leche. Todas las cepas aisladas respon-
dieron a las siguientes caracteristicas: bacilos Gram positivos, no esporulados,
catalasa negativos, no productores de gas a partir de la glucosa. Se clasificaron pues,
como lactobacilos homofermentativos.

Todas las cepas crecian abundantemente a 15°C y no proliferaban o sélo
pobremente a 45°C; se clasificaron por tanto, como pertenecientes al grupo
Streptobacterium de Orla Jensen (1943).

Todos los bacilos ofrecian unas dimensiones comprendidas entre 2-3,5 X
0,8-1 micras, se asociaban de forma maés frecuente en parejas y prodl}cian éci‘do a
partir de la lactosa, melicitosa, arabinosa, sacarosa, melibiosa y celobiosa. Se iden-

tificaron pues, como Lactobacillus plantarum.

— 288 —

Como quiera que ni en la leche de origen ni en ninguna de las muestras de
queso fue posible identificar en la flora que crece en Agar Rogosa otra especie que
el Lactobacillus plantarum, la evolucién de la tasa de este germen es la que en las

tablas II1.7 y IIL.8 y figuras IIL.1 y IIL.2 aparece bajo el epigrafe: «recuento en
Agar Rogosa».

HL1.3.4. Identificacion de los gérmenes del queso que crecieron en Agar mEnte-
rococcus.

De la misma forma que se hizo en las muestras de leche, se tomé un ntmero
adecuado de las colonias que crecieron en Agar mEnterococcus, se aislaron y pro-
pagaron en Agar triptosa y se sometieron a las pruebas oportunas para la identifi-
cacién del género y la especie. Todas las cepas aisladas ofrecieron las siguientes
caracteristicas: cocos, Gram positivos, catalasa negativos, con buen desarrollo a
10°C y a 45°C, a pH 9,6 y en presencia de CINa al 6,5 %. Se encuadraron dentro
del género Streptococcus, grupo fisiolégico Enterococcus, pertenecientes al grupo
serol6gico D de Lancefield.

Las especies se identificaron de acuerdo con las normas de SHERMAN (1937)
y TuarcHER y CLARK (1968), descritas en 11.3.10.1.c. (véase también tabla IIL6).

Se pusieron asi de manifiesto dos especies del género Streptococcus, grupo
fisiolégico Enterococcus, Streptococcus faecalis, var. Liquefaciens y Streptococcus
Jaecium, en proporciones préximas al : 1.

H1.2.  Proteolisis durante el proceso madurativo de los quesos fabricados en origen,
con leche cruda.

Siguiendo los procedimientos descritos en I1.4.3. se fue controlando la evolucion
de la proteolisis en los quesos de ambas procedencias, determinando la distribucién
del nitrégeno en las distintas fracciones a lo largo del tiempo.

Los resultados obtenidos de la muestra niimero 1 se recoge en la tabla II1.12

y en la figura 1114 y los de la muestra ntimero 2 se muestran en la tabla I11.13 y en
la figura II1.5.

HL3. Fabricacién de quesos con leche pasterizada y distintos «fermentos».

Al objeto de valorar la contribucién de las distintas especies aisladas a las ca-
racteristicas organolépticas del queso tipo «Ulloa», se procedié a la elaboracién en
el laboratorio de quesos de esta naturaleza con leche pasterizada y distintos fer-
mentos preparados con los citados gérmenes.

Dada la especial significacién de los lactobacilos y de los estreptococos lacticos
en la acidificacién de la leche y el queso de tan considerable importancia tanto por
su influencia sobre las propiedades fisicas y quimicas de la cuajada y el queso como
por controlar el desarrollo del resto de la flora, se incluyeron en todos ellos estrep-
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TABLA 11112

Evolucién de las fracciones nitrogenadas mas representativas a lo largo de la
maduracién del queso N.° 1, fabricado con leche cruda

DIAS 1 7 14 25

N. TOTAL
mg/ g E. seco 92,16 88,16 90,90 90,46
N. SOLUBLE

mg/ g E. seco 10,52 13,77 33,44 21,00
% de N. total (1) 11,63 15,21 25,90 23,21
N.NO PROTEICO

mg/ g E. seco 2,82 3,18 5,58 8,60
% de N. soluble 17,30 23,07 23,80 37,32
N. AMONIACAL

mg/ g E. seco 141 2,37 2,79 3,38
% de N. soluble 13,40 17,30 11,90 16,09
N. AMINICO

mg/ g E. seco 1,06 1,25 2,14 2,93
% de N. soluble 10,07 9,07 9,14 13,96

(1) Para calcular el % del N. total, se tomo como valor de esta fraccion la media de las determi-
naciones al cabo de 1, 7, 14 y 25 dias. (90,44 mg/ g E. seco).

TABLA IIL.13

Evolucién de las fracciones nitrogenadas mas representativas a lo largo de la
maduracién del queso N.° 2, fabricado con leche cruda

DIAS 1 7 7 14 25
N. TOTAL
mg/ g. E. seco 78,44 80,47 76,92 79,94
N. SOLUBLE (1)
mg/ g E. seco 10,52 18,92 33,48 34,19
9 de N. total 13,33 23,95 42,38 43,28
N. NO PROTEICO
mg/ g E. seco 1,79 3,60 8,14 14,76
% de N. soluble 17,01 19,03 4,31 43,17
N. AMONIACAL
mg/ g E. seco 1,30 2,42 2,52 4,27
% de N. soluble 12,35 12,78 7,53 12,50
N. AMINICO
mg/ g E. seco 1,00 1,58 2,53 3,23
% de N. soluble 9,50 8,32 7,56 9,45

(1) Para calcular el % de N. total, se tomo como valor de esta fraccion la media de las determinacio-

nes al cabo de 1, 7, 14 y 25 dias (78,94 mg/ g E. seco).
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tococos lacticos (S. lactis y S. cremoris) y lactobacilos (L. plantarum) vy, teniendo
en cuenta el interés de los enterococos como gérmenes proteoliticos, se incluyeron
éstos en algunas combinaciones; en otras se incorporaron micrococos, tanto para
confirmar su desaparicién a lo largo de la maduracién como por su posible in-
tervencién en el proceso madurativo, dado que las opiniones al respecto son con-
tradictorias (HARRIS y HaMMER, 1940; DEANE y ANDERSON, 1942; ROBERTSON Y
PERRY, 1961; ALFORD y FRAZIER, 1950; FEacAN y Dawson, 1959; etc.).

111.3.1. Elaboracién de los quesos experimentales en el laboratorio.

Para la elaboracién de estos quesos se utilizé leche procedente de la Estacién
Pecuaria de la provincia de Leén, con un 3,5 % de grasa y un pH de 6,7 al comenzar
las experiencias.

La leche se pasterizé a 65°C durante 15 minutos el control de la pasterizacion
se llevé a cabo mediante la prueba de la fosfatasa, realizada por el método de
AsCHAFFENBURG ¥ MULLEN (1949).

Una vez enfriada la leche a 320C, se afiadieron los cultivos lacticos 30 minutos
antes que la adicién del cuajo; transcurrido este periodo, por cada 10 litros de leche
se le adicionaron 1,5 ml. (diluidos en 2-4 de agua) de cuajo de titulo 1: 10.000. La
Jeche estuvo constantemente mantenida a la citada temperatura de 32°C y coaguld
en 30 minutos. Al cabo de este tiempo la cuajada se corté y desmenuz6 con un
cuchillo y se agité durante 10 minutos con una varilla de vidrio; posteriormente se
transfirié a una gasa para proceder, por torsién, de la misma, al desuerado; se
colocé la masa en un molde adecuado y se prensé suavemente. A continuacién se
introdujo en salmuera de 18°B durante 24 horas, a 4°C. Al cabo de este tiempo se
colocé en una cAmara a 12-13°C sin control de humedad relativa, donde se mantu-
vieron hasta 25 dias, en el transcurso de los cuales se fueron tomando muestras
cuando asi procedia.

En un primer ensayo se pretendié exclusivamente seguir la evolucién de la flora
afiadida constituida por la totalidad de los microorganismos con posible significa-
cién en los procesos madurativos, aislados de la leche de origen y quesos con ella
elaborados por los dos fabricantes Jucenses, asi como la del pH y las de las fracciones
nitrogenadas mds caracteristicas (nitrégeno soluble, no proteico, amoniacal y ami-
nico) y compararlas con las de los quesos que se pretendia imitar.

Mas adelante, se fabricaron lotes diversos con participacién en todos los casos
de las especies S. lactis, S. cremoris y L. plantarum 'y diferentes combinaciones de
micrococos y enterococos, determinando en ellos, al final de la maduracién, las
fracciones nitrogenadas mas significativas.

Los datos obtenidos en estas experiencias previas permitieron finalmente, pro-
ducir, con la leche de la explotacién ganadera de Lugo a que se hizo referencia en
111 y a escala semiindustrial, quesos con los gérmenes seleccionados en las ex-
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periencias previas. Los productos obtenidos se sometieron, en algunos casos, a con
. ’ . , ’ ’
troles bioquimicos més detallados y en todos a un jurado de catadores

111.3.1.1. Ensayo con un cultivo constituido por todos los gérmenes aislados de
posible significacton en la maduracién del queso.

. Se preparé un fermento, afiadiendo a 100 ml de leche esterilizada durante 15
minutos a 1 Kg/cm? 1 ml de cada uno de los siguientes cultivos de 16 hor
lc.eche esféril: S. lactis, S. cremoris, Micrococcus spp. S. faecium vy S. faecalisasvaern
l%quefaczens y se incubé a 32°C. Transcurridas 5 horas, se adicioné 1 ml. de ur’l cul.
FIVO en leche estéril de L. plantarum. El fermento asi preparado se r;lantuvo el;
mcuba‘cién hasta que la leche adquirié un aspecto pastoso y se empezaron a formar
los primeros fléculos, momento en que se afiadié a la leche pasterizada en una
proporcién del 0,2 %.

El nimero de gérmenes en el momento del comienzo de la fabricacién del
queso (obtenido por crecimiento en Agar para recuento en placas) fue de 1,53 X
106 ger/ ml de leche. Se elaboraron asi dos unidades, de unos 600 gr, al sali ,

19% ger/ gr, al salir de la

Se tomaron muestras en los dias 1, 7, 14 y 25 y de la misma forma que en los
quesos fabricados a partir de leche cruda, se hicieron recuentos en Agar Elliker
Agar Rogosa, Agar mEnterococcus y en Agar para recuento en placa y se determi’
né el grado de proteolisis midiendo las fracciones nitrogenadas mis significativas-

En la tabla II1.14 se muestran los resultados obtenidos en los recuentos ex:
presados, en las muestras de leche, en ger/ml y en las de queso, en ger/ r’ asi
como los valores del pH a lo largo del periodo madurativo. 7 g

En la tabla IIL.15 se recogen las fracciones nitrogenadas mds significati
determinadas a lo largo de la maduracién. : o
. Las figuras I11.6 y II1.7 muestran la evolucién de la flora y de las fracciones
nitrogenadas més significativas a lo largo del proceso madurativo, respectivamente

TABLA II1.14

Evolucién de la flora microbia.na, a lo largo de la maduracién, en el queso elaborado
en el laboratorio con un cultivo mixto (véase I11.3.1.1.)

I eche (1) Queso (2)
DIAS 1 7 14

25

Rec. A. Rogosa 1,78 X 10* 2,90 X 108 2,06 X 108 3,80 X 60 8,00 X 108

Rec. A. Elliker 8,70 X 105
B R ( 10 3,53 X 107 2,10 X 10° 2,05 X 108 1,94 X 10°

rococcus 6,60 X 104 2,46 X 707 1,00 X 108 1,20 X
’_ ke £ 108 8
IIJ{I(_EIC. total 1,53 X 108 5,99 X 107 3,19 X 109 1,30 X 109 ;’38 i }g"
6,7 6,4 5,9 5,5 5,5

((12) LES resultados de los recuentos se expresan en gérmenes/ ml. de leche
) Los resultados de los recuentos se expresan en gérmenes/ gr. de queso
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TABLA II1.15

30:

g é .g : Evolucién de las fracciones nitrogenadas mas significativas a lo la.rgo de la maduracion
o a - —E o de los quesos elaborados en el laboratorio con un cultivo mixto (II1.3.1.1.)
. Sx ey IR B
21 8lls ER A DIAS 1 7 14 25
e\ == g§s0°
w g E‘ g lén =) I
g 2 : : gﬁé N. TOTAL
8 Z 2.3 K] mg/ g E. seco 75,98 76,67 75,93 75,80
. =
3 SE3 N. SOLUBLES (1)
S 9 E mg/g E. seco 9,80 10,89 11,40 13,06
&y e % de N, total 12,96 14,35 15,02 17,21
M x 00 X E -S 5
CE3 N.NO PROTEICO
- P mg/ g E. seco 2,52 3,28 4,51 5,63
3 3 % de N. soluble 26,65 30,11 39,56 43,10
258
Sho N. AMONIACAL
= § mg/ g E. seco 1,10 2,14 . 2,61 3,15
« x © ~ .o9 % de N. soluble 13,22 19,65 22,89 24,11
~
= =4 N. AMINICO
- ) — .
s E = mg/ g E. seco 1,09 2,00 3,59 3,60
En‘cg g % de N. soluble 11,12 18,36 31,49 21,56
E e
\ gn.§ EXTRACTO SECO % 39,90 49,56 55,48 60,20
< S ® © e N ‘B =
g 2
03953 Jb/Ew (1) Para calcular el % de N. total, se tomé como valor de esta fraccion la media de las determina-
ciones al cabo de 1, 7, 14 y 25 dias (75,87 mg/ g E. seco).
3 N © iy 8 %
“ =]
3 2 111.3.1.2. Cultivos constituidos por la flora ldctica habitual y combinaciones di-
- O . . .
° . . 3 R L] versas de la misma con los micrococos y enterococos aislados de los
5 g8 quesos que se pretendid imitar.
e " 8=
% § =§ z i Se fabricaron en el laboratorio siguiendo, en lineas generales, la misma marcha
°© [ - .
® £ % é § descrita en el apartado II1.3.1.1., cinco «fermentos» diferentes, con los que se ela-
[=] . . 2 :
5 3 %3 boraron quesos a partir de 8 litros de leche en cada caso, de acuerdo con la técnica
S & . . o .
& _é = descrita en I11.3.1, obteniendo dos unidades de unos 600 gr., al salir de la salmuera,
© = . . . .
! ' a . N por lote. La carga microbiana aportada por el cultivo se mantuvo en los mismos
o
—: §E limites (aproximadamente 10¢ ger/ ml. de leche).
258 Al final de la maduracién (25 dias) se determinaron en todos ellos, el extracto
23 2 t
S eF seco y las fracciones nitrogenadas mas significativas.
Z3 9 y g g
N AL Lote N.° 1: El «fermento» utilizado en este lote estuvo constituido por las
< 5 = . . . .
¢ * * ;éé especies Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris y Lactobacillus plantarum.
\ E_E'E : Lote N.° 2: «fermento» utilizado: mezcla de las especies Streptococcus lactis,
=3 . . .
DE Streptococcus cremoris, Lactobacillus plantarum y Micrococcus sp.
BE 2 P P y p
\0% - - I Lote N.° 3: «fermento» utilizado: constituido por una mezcla de las especies
S C3 £ & ) L ~ b 3 S

Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Lactobacillus plantarum, Strepto-
sovswsph gu 601 coccus faecium y Streptococcus faecalis, var. liquefaciens.
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Lote N.° 4: «fermento» utilizado: las especies existentes fueron Streptococcus
lactis, Streptococcus cremoris, Lactobacillus plantarum, Streptococcus faecium
y Micrococcus spp.

Lote N.° 5: «fermento» utilizado: las especies que entraron a formar parte de
él fueron Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Lactobacillus plantarum y
Streptococcus faecalis, var. liquefaciens.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla II1.16.

En la figura II1.8 se representan los datos, en términos de mg de nitrégeno/ gr
de extracto seco, de las fracciones de nitrégeno soluble y nitrégeno no protéico de
estos quesos y en la figura II1.9 los nitrégenos amoniacal y aminico. En estas figuras
se representan con el N.° 6 las fracciones nitrogenadas, al final de la maduracién,
del queso experimental descrito en II1.3.1.1.1 y con los 7 y 8 las de los quesos
N.°1 y N.° 2 fabricados con leche cruda (véase I11.2)

TABLA I11.16

Valores de las fracciones nitrogenadas mas significativas, al final de la maduracién,
de los quesos fabricados en ¢l laboratorio con cultivos constituidos por la flora lactica
habitual y diversas combinaciones de micrococos y enterococos

LOTE DE QUESO 1 2 3 4 5
N. SOLUBLE

mg/g E. seco 10,76 5,57 16,78 10,87 16,86
% de N. total 13,79 7,14 21,1 19,33 21,61
N. NO PROTEICO

mg/ g E. seco 4,09 1,43 11,66 4,53 7,83
% de N. soluble 38,04 25,64 69,44 41,66 46,42
N. AMONIACAL

mg/ g E. seco 2,92 1,07 1,38 1,55 2,40
% de N. soluble 27,13 19,23 8,21 14,21 14,23
N. AMINICO

mg/g E. seco 2,56 1,13 2,99 1,80 1,85
% de N. soluble 23,77 20,25 17,79 60,69 62,28
EXTRACTO SECO 64,14 70,00 58,98 60,69 62,28

111.3.2. Fabricacién de quesos a escala semiindustrial con leche pasterizada.

A la luz de los resultados expuestos se consider que los microorganismos que
jugaban un papel fundamental en la maduracién de este tipo de queso era su flora
tipicamente l4ctica (S. lactis, S. cremoris y L. plantarum) y los enterococos, pero
que era necesario confirmar esta hipétesis, elaborando los quesos con leche de la
misma procedencia que los que se pretendian imitar y en condiciones tan riguro-
samente parecidas a las utilizadas por los fabricantes a pequefia escala como fuera
posible. Debe tenerse en cuenta, por ejemplo, que todos los quesos fabricados en el
laboratorio ofrecian un extracto seco mucho mds elevado que los originales a imitar.
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Figura I11.8: Valores alcanzados por el nitrégeno soluble y no proteico, al final de la mac.lu-
racién, en los quesos fabricados en el laboratorio con cultivos constituidos por la flora lictica
habitual y diversas combinaciones de micrococos y enterococos.
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Figura TI1.9: Valores alcanzados por el nitrégeno amoniacal y aminico, al final de la
maduracién, en los quesos fabricados en el laboratorio con cultivos constituidos por la flora
lactica habitual y diversas combinaciones de micrococos y enterococos.

La fabricacién se llevé a efecto con la leche de la explotacién ganadera de
gran volumen a que se hizo mencién en IIL1. y en la queseria de la misma.

La leche se pasterizé en la instalacién de pasterizacién con cambiadores de
calor de placas de que la citada queseria estd provista, a 74°C; su contenido en
grasa fue de 3,5 % y su pH de 6,7.

Se fabricaron cinco lotes de quesos con 60-80 litros de leche cada uno. Se
siguié la misma marcha de elaboracién que la utilizada por los fabricantes de pe-
quefio volumen ya citados y es, en lineas generales, similar a la descrita en I11.3.1.

El corte de la cuajada se llevé a efecto con «lira», durante unos 15 minutos,
hasta un tamafio de grano similar a los del maiz. La cuajada se lavé con abundante
agua caliente a 34°C (dos més que la de coagulacién) y el desuerado se efectué por
filtracién a través de gasa y en un molde cilindrico de 20 cm de didmetro por 10 cm
de altura, por suave presién mecénica durante 5 6 6 horas. Sacados del molde se
introdujeron en una salmuera de 18°B durante 24 horas a 11-13°C. Seguidamente,
se introdujeron los quesos en una cdmara de maduracién a 11-13°C, con una hu-
medad relativa de 85-90 % y con una renovacién abundante del aire. Durante los
25 dias de permanencia en la sala de maduracién se voltearon los quesos diariamente.
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Al término de la maduracién, se determinaron las distintas fracciones nitro-
genadas mads significativas y se sometieron a un jurado de catadores para su degus-
tacién.

Los fermentos utilizados en los cinco lotes de quesos fabricados fueron los
siguientes:

Lote N.° 1: Se afiadieron 100 ml de leche estéril 1,5 ml de los siguientes cul-
tivos madre, también en leche estéril, incubados hasta el punto de coagulacién:
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Streptococcus faecium y Streptococcus
faecalis, var. liquefaciens; cuatro horas mas tarde, se afiadié al fermento 1 ml de
un cultivo de L. plantarum, también a punto de coagular la leche. Cuando los 100 ml
de leche, incubados a 32°C, alcanzaron una consistencia pastosa se afiadieron a
800 ml de leche estéril que se mantuvieron a 32°C durante el tiempo necesario para
que alcanzase igualmente, un aspecto pastoso, momento en que se pasé al frigori-
fico (2-4°C) donde se mantuvo hasta que se fabricaron los quesos.

Lote N.° 2: Se preparé el fermento de igual modo que el lote anterior pero el
inéculo S. faecalis, var. liquefaciens fue 1/20 del lote N.° 1 y carecia de la especie
S. faecium.

Lote N.° 3: El fermento fue igual al del lote N.° 2 pero el inéculo de S. faecalis,
var. liquefaciens quedé reducido al 1/1.000 del del lote N.° 1.

Lote N.° 4: El fermento utilizado fue idéntico al del lote N.° 3 pero los quesos
se fabricaron afiadiendo a la leche 0,5 gr. de ClNa por litro y se pasaron directamente
de la prensa a la sala de maduracién, suprimiendo la salmuerizacién.

Lote N.° 5: Se suprimié en el fermento el S. faecalis, var. liquefaciens. Por lo
demis fue idéntico al del lote N.° 1.

I11.3.2.1. Valores de las fracciones nitrogenadas mds significativas, al final de la
maduracién, de los quesos fabricados a escala semiindustrial con leche
pasterizada.

Al final de la maduracién (25 dias), se determinaron en todos ellos el extracto
seco y las fracciones nitrogenadas mas significativas.

La tabla I11.17, recoge los datos relativos a la distribucién del nitrégeno en
las distintas fracciones en cada uno de estos quesos. En la figura I11.10 se comparan
las fracciones de nitrégeno soluble y nitrégeno no proteico con las de los quesos
originales a imitar y en la figura III.11. se comparan los nitrégenos amoniacal y
aminico, de estos quesos y de los procedentes de la fabricacién artesana con leche
cruda. En esta figura los lotes 6 y 7 se refieren a los quesos N.° 1 y N.° 2, respecti-
vamente, fabricados con leche cruda (véase 111.2).

I11.3.2.2. Jurado de catadores.

Un jurado constituido por 10 expertos catadores elaboré primero un baremo
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TABLA II1.17

Valores de las fracciones nitrogenadas mas significativas, al final de la maduracién,
de los distintos quesos fabricados a escala semiindustrial

LOTE DE QUESO 1 2 3 4 s
N. SOLUBLE

mg/g E. seco 21,73 24,29 28,92 22,62 18,17
% de N. total 26,10 26,35 29,78 24,75 19,05
N.NO PROTEICO

mg/g E. seco 8,97 12,75 8,78 7,54 5,06
% de N. soluble 41,20 52,40 30,29 33,32 27,84
[+

N. AMONIACAL

mg/g E. seco 2,83 5,62 4,00 3,77 1,87
% de N. soluble 13,00 23,09 13,80 16,66 10,33
N. AMINICO

mg/g E. seco 3,09 8,31 5,75 5,31 2,13
% de N. soluble 14,25 34,15 19,83 23,47 11,76
EXTRACTO SECO (%) 52,66 41,17 48,40 46,42 45,40

de la contribucién de cada una de las caracteristicas organolépticas més importantes
(sabor, olor, consistencia y color) a la calidad final del queso (tabla I11.18).

Cada uno de los componentes del jurado valoré luego, sobre 10 puntos, cada
una de las propiedades organolépticas citadas, de los quesos de cada lote. En las
tablas 111.19, 111.20, I11.21 y II1.22 se muestran los valores obtenidos por cada

TABLA 1IL18

Baremo elaborado por el jurado de catadores de la contribucién de las propiedades
organolépticas a la calidad

Catador Sabor Consistencia Color Total

Ne 1 6 2 1 1 10
» 2 3 2 3 2 10
» 3 4 1 1 4 10
» 4 7 1 2 0 10
» 5 7 1 1 1 10
» 6 4 2 3 1 10
» 7 5 2,5 1,5 1 10
» 8 6 2 2 0 10
» 9 5 2 2 1 10
» 10 4 2 3 1 10

MEDIA 5 1,8 2 1,2 10

Factor contribucién
a calidad final 0,5 0,18
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Figura II1.10. Valores alcanzados por el nitrégeno soluble y no proteico,
duracién, en los distintos quesos fabricados a escala semiindustrial.
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F'igura IIL.11. Valores alcanzados por el nitrégeno amoniacal y aminico, al final de la ma-
duracién, en los distintos quesos fabricados a escala semiindustrial.

TABLA II1.19
Valoracién de cada una de las caracteristicas organolépticas del lote N.° 1, cuyo

«fermento» estuvo constituido por las especies: S. lactis, S. cremoris, L. plantarum,
S.faecium y S. faecalis, var. liquefaciens

Catador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MEDIA
Sabor 6 7 5 7 2 0 0 4 8 5 44
Olor 2 6 2 7 1 — 0 5 3 5 34
Consistencia 4 6 7 7 1 0 0 5 5 6 41
Color 2 5 10 3 2 0 0 0 3 7 3.2
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TABLA I11.20

Valoracion de cada una de las caracteristicas organolépticas del lote N.° 2, cuyo
«fermento» estuvo constituido por las especies: S. lactis, S. cremoris, L. plantarum y
S. faecalis, var. liquefaciens 1/ 20

Catador 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 Media
Sabor 7 8 10 8 6 9 8 10 6 3 75
Olor 3 6 3 5 5 — 5 5 3 3 4922
Consistencia 1 6 3 0 6 3 8 0 5 2 34
Color 4 7 7 3 8 8 5 10 10 4 6,8

TABLA II1.21

Valoracién de cada una de las caracteristicas organolépticas del lote N.° 3 cuyo
«fermento» estuvo constituido por las especies: S. lactis, S. cremoris, L. plantarum y

S. faecalis, var. liquefaciens. (1/1.000)

Catador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Media

Sabor 5 8 8 8 8 7 10 6 9 5 74
Olor 3 7 2 8 5 — 5 5 3 6 5.0
Consistencia 6 6 7 9 6 7 10 5 5 7 6,8
Color 5 7 8 8 2 7 5 10 10 8 6,9

TABLA I11.22

Valoracion de cada una de las caracteristicas organolépticas del lote N.° 5, cuyo
«fermento» estuvo constituido por las especies: S. lactis, S. cremoris, L. plantarum y
S. faecium

Catador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Media

Sabor 2 2 5 2 0 0 0 0 3 0 14

Olor 1 1 2 2 1 0 0 0 3 1 L1

Consistencia 0 0 3 2 0 0 0 3 3 1 1,2

Color 3 5 5 2 1 0 0 2 9 2 29
TABLA 111.23

Puntuacién total de cada propiedad organoléptica y calificacion global de cada lote
de queso

PUNTOS SOBRE 100

LOTE DE QUESO N.°o1 N.02 No3 N.o5
Sabor 44 75 74 14
Olor 34,44 42,22 50 11
Consistencia 41 34 68 12
Color 32 68 69,66 29
Calidad organoleptica
global 40,24 60,06 68,00 14,86
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caracteristica organoléptica en los lotes 1, 2, 3 y 5 que se corresponden con los des-
critos en 111.3.2 y en la tabla I11.17.

La tabla I11.23 recoge la puntuacién total de cada propiedad organoléptica,
sobre 100 puntos, otorgada por el jurado a cada lote de quesos y la calificacién global
obtenida sumando el producto de la puntuacién de cada propiedad por el factor
con que el jurado habia decidido que contribuia a la calidad final.

111.4. Aminodcidos libres.

Al objeto de obtener un conocimiento més profundo de las caracteristicas del
queso tipo «Ulloa» y de comparar més detalladamente los quesos experimentales
que lograron la puntuacién més alta por el jurado de catadores con los fabricados
con leche cruda se procedié al anélisis de sus aminodcidos libres.

Para ello, se fabricaron en la factoria de la explotacién ganadera citada en I11.1
un lote de quesos con leche pasterizada y el cultivo con que se elaboré el lote n.° 3
del apartado II1.3.2. (el de mejor resultado tanto en las pruebas organolépticas
como en las de determinacién del grado de proteolisis —véase tabla IIL17 y
I11.23—); uno de los fabricantes de los quesos que sirvieron para el estudio mi-
crobiolégico inicial, elaboré con leche cruda, ordefiada manualmente, un segundo
lote en sus dependencias con el mismo cuajo y en idénticas proporciones.

Inmediatamente después del desuerado se tomé una muestra de la cuajada
de la fabricacién con leche pasterizada y se procedié a la determinacién del extracto
seco y extraccién de los aminoécidos libres segiin se indica en 11.4.5.4; sobre el
filtrado a través de membranas Millipore se hicieron determinaciones de sustancias
ninhidrina positivas, nitrégeno total y nitrégeno peptidico (biuret) y anilisis de
aminodcidos libres. Los dos lotes de quesos fueron sometidos a las mismas deter-
minaciones analiticas que la cuajada.

La tabla I11.24 recoge los datos de nitrégeno total, sustancias ninhidrina po-
sitivas y nitrégeno peptidico de los extractos solubles en etanol del 92 %.

La tabla I11.25 muestra las concentraciones alcanzadas por cada aminodcido
(neutros, 4cidos y basicos), asi como el amonfaco en las tres muestras.

Las figuras I11.12, I11.13 y I11.14 muestran los aminoacidogramas de la cuaja-
da, queso fabricado a partir de leche cruda y queso elaborado con leche pasterizada,
respectivamente (aminoécidos neutros y dcidos). Los aminodcidos basicos se mues-
tran en las figuras I11.15, I11.16 y IIL.17.

111.5. Composicién lipidica de la cuajada y los quesos fabricados con leche cruda
y leche pasterizada.

Es bien sabido que la fraccién lipidica de la leche estd constituida, en su
mayor parte, por lipidicos neutros y pequefias cantidades de lipidos complejos, tales
como fosfolipidos, glicolipidos y esfingolipidos; es en cambio, muy escaso el co-
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TABLA 111.24

Nitrégeno total, peptidico y de las sustancias ninhidrina positivas y aminoacidos libres
totales de los extractos solubles en etanol (92 %) de la cuajada y quesos fabricados con,
leche cruda y pasterizada, expresados en mg/ 100 gr. de extracto seco

Nitrogeno Nitrogeno Sust. ninhi- Aminoacidos
total peptidico drina + (1) libres
Cuajada 30,20 0,31 17,63 71,48
Queso leche cruda 76,99 35,04 28,90 86,84
Queso leche past. 82,08 23,68 33,17 126,67

(1): Usando para los calculos el coeficicnte de extincion molar de la glicocola.

TABLA 111.25

Aminoacidos libres de la cuajada y quesos fabricados con leche cruda y pasterizada

Queso leche Queso leche
Cuajada cruda pasterizada
Aminoacido =
’ [¢V] (@3} ()] 2 D 2
Aspértico 1,03 2,27 — — — —
Treonina 2,22 4,90 1,34 2,50 3,70 6,32
Serina 1,60 3,53 — — 3,14 5,36
Glutdmico 1,98 4,37 3,02 5,64 7,24 12,38
Prolina — — — — 3,00 5,13
Glicocola 0,07 0,15 0,31 0,57 041 0,70
Alamina 1,21 2,67 0,58 1,08 2,08 3,55
Cistina — — 0,42 0,78 Trazas Trazas
Valina 3,16 6,98 2,65 4,95 4,69 8,01
Metionina 141 3,11 2,36 441 3,20 5,40
Isoleucina 1,47 3,24 3,86 7,21 7,14 12,20
Leucina 7,50 16,57 12,01 22,45 741 12,67
Tirosina 061 1,34 0,83 1,55 0,91 1,55
Fenilalanina 2,83 6,25 8,00 14,96 5,44 9,30
Lisina 3,86 8,53 4,91 9,18 7,51 12,84
Histidina — — — — 747 12,77
Arginina 1,84 4,06 147 2,74 5,95 10,17
Amoniaco 1,59 3,51 4,72 8,82 4,87 8,32
TOTALES 32,38 71,48 46,48 86,84 77,16 126,67

(1) En términos de mg./ 100 gr. (2) Expresado en mg,/ 100 gr. de extracto seco.
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nocimiento que se tiene sobre la composicién lipidica de los quesos y en qué medida
difiere de la de la grasa de la leche. El escaso trabajo recientemente realizado sobre
ciertos quesos madurados por bacterias como el Cheddar, han puesto de manifiesto
que en su mayor parte, los lipidos del queso ofrecen idénticas caracteristicas que los
de la leche pero que aparecen también en el queso ciertas sustancias lipidicas com-
plejas de origen bacteriano (BoLcaro y col., 1959; Fujisaima y col., 1970; Naka-
nisury Kava, 1971 y UmEMoTO y SHaTO, 1973).

El trabajo que se describe en el presente aparato persigue un doble objetivo:
conocer a fondo la composicién lipidica del queso tipo «Ulloa» que pasaria a ser
el dnico queso espafiol en el que se hubiera realizado un estudio de esta naturaleza
y comparar mds detalladamente los quesos fabricados con leche cruda y los elabo-
rados a partir de leche pasterizada con el «fermento» que tan acusadamente per-
mitia imitar las caracteristicas organolépticas de aquellos.

III.5.1. Extraccion del material lipidico por procedimientos fisicos y quimicos.

Procediendo segiin se indica en el apartado 11.4.6.2. se determiné el contenido
en materia grasa de la cuajada, del queso fabricado con leche cruda y del preparado
a partir de leche pasterizada y el «fermento» con el que se elaboré el lote N.° 3 a
que se refiere el apartado 111.3.2, constituido por los gérmenes S. lactis, S. cremoris,
L. plantarum y S. faecalis, var, liquefaciens.

Igualmente se procedié a la determinacién de sus extractos secos y a una ex-
traccién por el procedimiento fisico descrito en 11.4.6.2.a, seguida por reextraccién
del residuo con cloroformo/metanol (2/1) (v/v) y liberacién del material conta-
minante de los extractos.

La tabla I11.26 recoge los resultados asi obtenidos; en ella se indica los rendi-
mientos parciales y totales de las extracciones del material lipidico efectuadas.

111.5.2. Fraccionamientos en columnas de dcido silicico-celita.

Aunque se preveia que la purificacién de los distintos componentes de la frac-
cién lipidica tendria que descansar fundamentalmente en la cromatografia en lamina
fina, se consideré necesariamente una purificacién en columnas de acido silicico-
celita dada la absoluta dominancia, en la fraccién grasa de la leche y el queso, de
los triglicéridos.

111.5.2.1. Columnas de dcido silicico-celita 4/ 1.

Se probé inicialmente el sistema de fraccionamiento descrito por BRUNDISH y
col. (1965), comprobando la eficacia del fraccionamiento mediante cromatografia
en ldmina fina.

Una alicuota de una mezcla de los extractos fisicos y quimicos de las distintas
muestras constituida por aproximadamente un gramo de lipidos se cromatografié
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TABLA II11.26

Rendimiento de las sucesivas extracciones fisica y quimica de la cuajada y los quesos

fabricados con leche cruda y pasterizada.

Totales

Extraccion quimica
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Material lipidico total
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(1): gr/ 100 gr. de muestra. (2); gr/ 100 gr. de extracto seco. (3); rendimiento

* Calculado sobre el contenido graso del residuo de la extraccion fisica.

en una columna de 25 cm de altura y 2 cm de didmetro, cargada con 16 gramos de
4cido silicico y 4 de celita.

La cromatografia se desarrollé eluyendo sucesivamente con 300 ml. de cloro-
formo-metanol (98/2) (v/v); 150 ml de cloroformo-metanol (97/3) (v/v);
150 m] de cloroformo-metanol (96/4) (v/v); 100 ml de cloroformo-metanol (95/5)
(v/v); 200 ml de cloroformo-metanol (90/10) (v/v); 200 ml de cloroformo-
metanol (80/20) (v/v) y 200 ml de metanol.

Las fracciones eluidas se liberaron de disolvente, se registraron sus pesos y se
cromatografiaron, por triplicado, en 1aminas finas de silica gel G, que se desarrolla-
ron con una mezcla de cloroformo-metanol-agua en las proporciones 65/24/4
(v/v/v). Una de las placas se revelé con 4cido sulfirico al 50 %, otra con yodo
y la tercera con el reactivo de azul de molibdeno.

La tabla II1.27 recoge los resultados obtenidos; la figura II1.18 muestra las
manchas detectadas en la cromatografia en l4mina fina de las distintas fracciones
eluidas. El anélisis de los resultados revela que la casi totalidad de los lipidos neutros
se eluyen con las dos primeras fases méviles utilizadas, que los lipidos polares no
comienzan a ser eluidos hasta que la concentracién de metanol se eleva a un 20 %
(eluyente que sélo extrae parte de la mancha nim. 3 de los lipidos polares) y que
la mayor parte de los lipidos polares se arrastran conjuntamente con el metanol.

Se consideré por ello conveniente sustituir este sistema de fraccionamiento por
otro més simple que resolviera el conjunto de lipidos en sélo dos fracciones: apo-

lares y polares.

TABLA I11.27

Fraccionamiento de los lipidos de la cuajada y los quesos en columna de acido silicico-

celita4d/1

Soporte cromatografico: 20 gr. Dimensiones de la columna: 25 X 2 cm. Muestras cromatografiadas: queso
leche cruda 1 gr; queso leche pasterizada: 780 mg; cuajada: 1 gr.

Eluyente
Queso leche Queso leche Cuajada
Cloroformo- cruda pasterizada

Fraccién metanol ml, mg mg mg.
I 98/ 2 300 934,5 719,1 967,2
11 97/3 150 20,8 9,8 20,8
III 96/ 4 150 11,3 7,1 4,5
v 95/5 100 94 6,5 19
\% 90/ 10 200 13,6 9,9 11,2
VI 85/15 200 — 9,5 6,3
viI 80/20 200 18,3 9,8 49
VIII 0/100 200 25,00 23,6 28,2
Recuperacién 1032,9 795,3 1045,0
Rendimiento (%) 103,29 101,96 104.5
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Figura IT1.18: Cromatografia en lamina fina de silica gel de las distintas fracciones separa-
das en columna de écido silicico-celita (4/1) a partir de los extractos lipidicos de la cuajada y
de los quesos. Fase mévil. cloroformo-metanol-agua (65/25/4). Todas las manchas fueron posi-
tivas a los reactivos del iddo y del SO4H,. Manchas 1, 2 y 3 fueron positivas también al reactivo
del azul de molibdeno y la 3 al de ninhidrina.

II1.5.2.2. Separacién de lipidos polares y «neutros» sobre columnas de dcido
stlicico-celita 1/1.

Para la separacién de los lipidos en las fracciones «neutros» y polares, se utilizé,
en esencia, el método de McLEoD y col (1962), incorporando al adsobente (4cido
silicico) pesos iguales de celita, eluyendo sucesivamente con cloroformo y metanol
con los volimenes indicados en 11.4.6.3.2.

La marcha del fraccionamiento de las distintas muestras cromatografiadas se
recogen en la tabla II1.28, ejemplarizdndose con dos cromatografias de los extractos
obtenidos.

En la tabla II1.28 bis. Se muestran los porcentajes de lipidos «neutros» y pola-
res de la cuajada y de los quesos, que representan sobre el total del extracto lipidico.
Los valores de ambos quesos se calcularon teniendo en cuenta las proporciones
de los extractos fisico y quimico, relativas al total del extracto lipidico.
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TABLA 111.28, bis

Porcentaje de los lipidos apolares y polares sobre el total del extracto lipidico

Lipidos apolares Lipidos polares
Cuajada 98,53 147
Queso leche cruda 98,98 1,02
Queso leche pasterizada 99,02 0,98

111.5.3. Fraccionamiento, identificacién y cuantificacion de los lipidos apolares.

Una alicuota (entre 150 y 200 mg) de la fraccién eluida con cloroformo en
las columnas de acido silicito-celita 1/1, se cromatografié en una columna de silica
gel para fraccionar los lipidos neutros y para su posterior identificacién y cuantifi-

cacion.

111.5.3.1. Comportamiento de la columna, identificacién de los componentes apo-
lares eluidos y diferencias entre los lipidos neutros de los extractos fisicos

y quimicos.

De acuerdo con SmiTH y col. (1969), el sistema cromatografico empleado re-
suelve las mezclas de ésteres de esteroles (que deben aparecer en la fraccién 3),
triglicéridos (fraccién 6), diglicéridos y esteroles (eluidos conjuntamente en la
fraccién 8) y 4cidos grasos libres (eluidos en la fraccién 14). En el laboratorio en
que estas experiencias se han llevado a efecto, se ha demostrado que el sistema separa
asi los lipidos de misculo de mamifero, pero no otras mezclas de lipidos neutros
en los que resulta, sin embargo, 1til como sistema de purificacién (LépEz, 1972).

Al objeto de comprobar su utilidad en este caso y comparar los extractos fisi-
cos y quimicos, se sometié a este sistema cromatografico una alicuota del extracto
fisico y otra del extracto quimico del queso fabricado con leche pasterizada
(tabla I11.29). Los lipidos eluidos en cada fraccion recogida se cromatografiaron
en lamina fina de silica gel G (figura I11.19) y (figura 111.20).

Las laminas finas revelaron: a) que la composicién cualitativa de los lipidos
neutros de ambos extractos es idéntica; b) que el fraccionamiento no es perfecto
ni igual; ¢) que resulta, sin embargo, iitil en cuanto permite obtener fracciones puras
de algunos componentes y mezclas de varios compuestos enriquecidos en algunos

de ellos.

‘.
111.5.3.2. Fraccionamiento en columna de silica gel e identificacion de los lipidos
apolares obtenidos por elucion con cloroformo de las columnas de dcido

silicico-celita 1/ 1.

Se cromatografiaron del mismo modo que en el apartado anterior los cluatos
cloroférmicos de las columnas de 4cido silicico-celita 1/1, a que se refiere la
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TABLA 11129

Fraccionamiento sobre columna de silica gel de los lipides apolares de los extractos
fisico y quimico d¢l queso fabricado con leche pasterizada

Extracto fisico: lipidos cromatografiados 239,7 mg. Extracto quimico: 167,6 mg.

Ex. fisico Ex. quimico

Fraccién Disolvente ml, mg % E.L. mg %E.L
; g 2 0,0 0,00 0,9 0,37
2 B 10 2.7 161 21 0,87
" B 0 0o ok Y 0%
5 B/EE/E (80/19/1) 10 10,2 6,08 o 028
6 B/EE/E (80/19/1) 40 130.4 77.80 1750 73.00
7 B/EE/E (80/19/1) 50 44 2,63 12.8 5.34
8 B/EE/E (80/19/1) 40 3.1 1.86 57 2,37
9 B/EE/E (80/19/1) 30 20 119 16 0.66
i‘f B/EE/E (30/67/3) 70 33 1.96 20 0.83
1 % 40 1,3 0,77 1,2 0,50
12 E 30 0.0 0,00 2.8 1,16
13 M 10 0.0 0,00 28 116
1 M 40 35 209 8.8 3.67
10 0.0 0,00 6.8 2,83

E. L.: Extracto lipidico; B: Benceno; EE: Eter etilico; E: Etanol; M: Metanol.
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Figura. II1.19: Cromatografia en lamina fina de las fracciones de los lipidos apolares del
queso fa.brlca’d(') con .leche pasterizada (extracto fisico) eluidas de la columna de silica gel.
Patrones: O: 4cido oleico; T tripalmitina; D: diglicéridos; C: colesterol.
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Figura IIL20: Cromatografia en ldmina fina de las fracciones de los lipidos apolares del
queso fabricado con leche pasterizada (extracto quimico) eluidas de la columna de silica gel.
tabla I11.28. Para facilitar el trabajo reduciendo el niimero de cromatografias, se
mezclaron fracciones idénticas de los eluatos pertenecientes a los extractos fisico
y quimico de cada queso (1/4 del eluato del extracto fisico del queso fabricado con
leche cruda y 1/4 del eluato del extracto quimico del mismo, por ejemplo) para
lograr una muestra representativa del total de lipidos apolares de cada uno de ellos.
En la tabla I11.30 se expresan los resultados obtenidos en estas cromatografias.

Las diferentes fracciones obtenidas en las columnas de silica gel, fueron exa-
minadas por cromatografia en ldmina fina, a las que se aplicaron también patro-
nes de tripalmitina, dcido oléico, colesterol, mono y diglicéridos y se revelaron con
iodo, 4cido sulfirico al 50 % y rodamina 6 G; los resultados obtenidos fueron simi-
lares ‘a los mostrados en las figuras 111.19 y I11.20, revelando que el conjunto de los
lipidos apolares de la cuajada y los distintos quesos estaba compuesto por seis tipos
de sustancias:

La sustancia sefialada en las figuras I11.19 y I11.20 con el nimero 1 corria con
el frente de disolvente, se identificé como hidrocarburos; la mancha ntdmero 2
mostré un Rf de 0,62, idéntico al de una muestra patrén de tripalmitina cromatogra-
fiada conjuntamente y fue identificada como triglicéridos; la ndmero 3 (de Rf 0,35,
idéntico al de una muestra patrén de dcido oleico), en las placas rociadas con ro-
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TABLA II1.30

Fraccionamiento de los lipidos apolares de las muestras eluidas con cloroformo en la
columna de 4. silicico-celita 1/1

Muestras cromatografiadas: Cuajada 166,4 mg; Queso leche cruda 195,3 mg; Queso leche pasterizada 203,6 mg.

Cuajada Queso Leche Cruda  Queso Leche Past.

Fraccién ml mg % E. L. mg %E. L. mg %E. L.
1 20 2,8 1,68 1,1 0,56 0.4 0,20
2 10 3,2 1,92 2,7 1,38 4.4 2,21
3 20 664 39,90 2,3 1,18 1,0 0,50
4 10 24,1 14,48 1,6 0,82 0,7 0,35
5 10 19,0 11,42 1,6 0,51 58 2,92
6 40 45,0 27,04 147,7 75,63 152,7 76,81
7 50 0,8 0,48 7,3 3,74 8,6 4,33
8 40 0,3 - 0,18 36 1,84 4.4 2,21
9 30 3.4 2,04 2,5 1,28 1,8 0,91
10 70 3,5 2,10 29 1,48 2,6 1,31
11 40 0.2 0,12 0,7 0,36 1,7 0,85
12 30 0,1 0,06 0,2 0,10 24 1,21
13 10 0,0 0,00 1,1 0,56 28 1,41
14 40 70 4,21 6,0 3,07 6,1 3,07
15 10 0,0 0,00 2,8 1,43 34 1,71

E. L.: Extracto lipidico. Las fracciones 1-4 se eluyeron con benceno; las 5-9 con benceno-éter etilico-etanol
(80/19/1); la 10 con benceno-éter etilico-etanol (30/67/3); las 11 y 12 con éter etilico y las 13-15
con metanol.

damina 6 G, dio una fluorescencia intensa, caracteristica de los dcidos grasos libres;
la mancha ntimero 4 de Rf 0,13, idéntico al de un patrén de colesterol, mostraba
en las placas rociadas con sulfiirico un color rojizo, tipico de los 3 hidroxiesteroi-
des A3, se caracterizé como fraccién esteroles. Para su identificacién més precisa
se purificé una muestra, cromatografiindola en ldmina fina preparativa (utilizando
[a misma fase mévil que en la cromatografia analitica), revelando con iodo los
extremos de la misma y raspando la zona de la placa con la banda correspondientes
y extrayéndola con éter etilico; su espectro ultravioleta en ciclohexano y etanol fue
totalmente inespecifico; se sometié al test de Lieberman-Burchard, efectuando las
lecturas a diversos tiempos (figura II1.21); cromatografiada en fase gaseosa sobre
Gas-Chrom Q en las condiciones descritas en 11.4.7.1, mostré un sélo pico (figu-
ras 111.22, 111.23 y I11.24), con un tiempo de retencién idéntico al de una muestra
patrén de colesterol cromatografiada bajo las mismas condiciones. Fue pues defini-
tivamente considerada como constituida exclusivamente por colesterol.

La mancha niimero 5, de Rf 0,01, idéntico al de un patrén de diglicéridos, lo
que junto con su orden de elucién en las columnas de silica gel, permitié identificarla
como fraccién diglicéridos.

Por dltimo, la mancha niimero 6, no se desplazé del origen, al igual que las
muestras patrén de nonoglicéridos; habida cuenta, ademas, el orden de elucién en
las columnas de silica gel, se caracterizé como constituida por monoglicéridos.
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Figura IIL.21: Comportamiento de la fraccién esteroles frente al reactivo de Liebermann-
Burchard.

-

Figura HI.22. Cromatografia en fase gaseosa de la fraccién esteroles de la cuajada. Tiempo
de retencién: 16,5 minutos.
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Figura I11.23: Cromatograffa en fase gaseosa de la fraccién esteroles del queso fabricado
con leche cruda. Tiempo de retencién: 16,5 minutos.

II1.5.3.3.  Purificacién por cromatografias en ldminas finas de silica gel, de los
lipidos apolares para el andlisis de dcidos grasos y para la cuantificacién
de distintos componentes.

El examen por cromatografia en limina fina de las fracciones eluidas en la
columna de silica gel, a que se refiere el apartado anterior (tabla IT1.30), revels
la conveniencia de agrupar, para la cuantificacién directa de las sustancias que se
hallaban aisladas ya en algunos de los eluatos de la columna y para la purificacién
previa a la cuantificacién de las que se encontraban en ellos mezcladas, las fraccio-
nes eluidas en la columna de la siguiente forma:

A) Cugjada: fracciones 1 y 2, tnicas portadoras de hidrocarburos, en las
cuales se encontraban ademés libres de contaminacién por otras sustancias; frac-
ciones 3-7, portadoras de la totalidad de triglicéridos y diglicéridos, con restos de
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Figura II1.24: Cromatografia en fase gaseosa de la fraccién esteroles del queso fabricado
con leche pasterizada. Tiempo de retencién: 16,5 minutos.
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colesterol; 8-15, con la totalidad de los acidos grasos libres y monoglicéridos y
portadoras de restos de colesterol.

B) Queso fabricado con leche cruda: fracciones 1-5, 6-8 y 9-15; cada grupo
con igual contenido al sefialado para los de la cuajada.

C) Queso elaborado con leche pasterizada: fracciones 1-4, 5-9 y 10-15, con
la misma significacién.

El peso del grupo niimero 1 fue considerada como base para la cuantificacién
de los hidrocarburos.

Los grupos 2 y 3 de cada muestra se cromatografiaron en lamina fina prepara-
tiva localizdndose las bandas por exposicién a los rayos ultravioletas; a continua-
cién se rasparon y fueron extraidas con éter etilico, purificindose asi los distintos
componentes para el anélisis de sus 4cidos grasos y cuantificacién de triglicéridos
digiicéridos y monoglicéridos. La pureza de las distintas muestras se comprobé por
cromatograffa analitica en el mismo sistema, revelando las placas con iodo y 4cido
sulfirico al 50 %.

111.5.3.4.  Acidos grasos de los distintos componentes de los lipidos apolares.

1) Acidos grasos libres:

Tras su metilacién segiin se describe en 11.4.7.2, las muestras se inyectaron en
el cromatégrafo de gases. El tipo de columnas usadas y las condiciones de opera-
cién se indican en 11.4.7.4,

Las figuras II1.25, 111.26 y II1.27 muestran los cromatogramas obtenidos y
la tabla II1.31 el porcentaje de cada dcido graso sobre el total.

2) Triglicéridos:

Transesterificados los dcidos grasos segiin se indica en I1.4.7.3, se inyectaron
en el cromatégrafo, efectudndose las cromatografias del mismo modo que con los
ésteres metilicos de los dcidos grasos libres. Los resultados obtenidos se recogen en
las figuras I11.28, I111.29 y I111.30 y en la tabla II1.32.

3) Diglicéridos:

Fueron transesterificados como los de los triglicéridos y cromatografiados de
igual modo y bajo las mismas condiciones que sus ésteres metilicos. Los resultados
se muestran en las figuras 111.31, IT1.32 y IT1.33 y en la tabla I11.33.

4) Monoglicéridos:

Sus écidos grasos fueron igualmente transesterificados. Las figuras I11.34,
IT1.35 y II1.36 son las copias de los cromatogramas obtenidos con sus ésteres me-
tilicos. La tabla II1.34 recoge las proporciones alcanzadas por los distintos 4cidos
grasos identificados.

I11.5.3.5.  Cuantificacién de los lipidos apolares caracterizados.

Los hidrocarburos y los mono—, di— y triglicéridos se cuantificaron segiin
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TABLA 11131 S
Porcentaje de los acidos grasos libres, obtenidos por elucién en la columna de silica
gel. (en peso)
Queso leche “
Cuajada Queso leche cruda pasterizada
C-8 0,17 Trazas Trazas 3
C-9 0,17 0.1 — -
C-10 0,51 0.8 1,64 by
C-11 0,17 Trazas 0,33
C-12 3.48 4,35 547 ~
C12:1 Trazas Trazas 0,14 © 8
C-12:2 0,42 091 0,44 N
C-13 0,17 Trazas 0,11 1
C.14 11,29 11,08 13,60
Cl4:1 2,6 1,44 1,96
C14:2 1,71 1,82 1,57 [
C15 0.34 - 0,40 0.37 ‘
C-16 27,73 28,75 31,77 |
C16:1 5,24 4,25 3,93
Eig 02 i’gg (1)’% i’gg Figura II1.26: Esteres metilicos de los 4cidos grasos libres del queso fabricado con leche
C.18 10’27 9’31 11’22 | cruda. 50-180°C  8°C/min.
C18:1 26,70 26,42 24,16
C-18:2 5,99 5,46 3,16
C-18:3 Trazas 2,58 0,52
2
(8]
. -
o

N
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Figura IIL.27: Esteres-metilicos de los 4cidos grasos libres del queso fabricado con leche

Figura II1.25: Esteres metilicos de los 4cidos grasos libres de la cuajada.
pasterizada 50-180°C 8°C/ min.

50-180°C 8°C/ min,
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TABLA I11.31.bis
Composicién en acidos grasos de la fraccion acidos grasos libres (mg/100 gr. de
extracto seco)
. Queso leche Queso leche '
Cuajada cruda pasterizada

C-8 0,86 Trazas i

c9 0,86 5,54 Trazas

C-10 2,58 11.08 27,27 o

C-11 0,86 Trazas 5,49 é

C-12 17.61 60,25 90,97 ©

C12:1 Trazas Trazas 2,33

C12:2 2,12 12,60 7,32 : :

C-13 0,86 Trazas 1.83 ©

C-14 57,13 153,46 226,17

C14:1 10,93 19,94 35,59 « |ig

C.14:2 8,65 25,21 26,11 § *z |l

C-15 1,72 5,54 6,15 : e

C-16 140,31 398,19 528,34 |

C-16: 1 26,51 58,86 65,36 ~

C16:2 719 1745 17,29 |

C-17 10,07 9,69 18,13 ° ©

C-18 51,97 128,94 186,59 LU\J LAJ

C18:1 135,10 365,92 401,78

C-18: 2 30.31 75,62 52,55

C-18:3 Trazas 35,73 8.65 Figura I11.28: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los triglicéridos de la cuajada.

50-180°C 8°C/ min.
TABLA I11.32
Porcentaje de los dcidos grasos de los triglicéridos (en peso)
Queso leche
Cuajada Queso leche cruda pasterizada

Cd:r
C-4 — 1,10 0,45 o
C4 2,91 2,60 1,01 o =
C-5 0,96 0,50 0,38 N
C6 2,29 1.56 131 :
C.7 0,02 Trazas 0,02
c8 1,22 110 147 - .
C9 0,54 0,03 Trazas 2 u
C-10 247 3,02 2.30
c11 0.36 0.40 0,35
C-12 5,61 3,80 4,54
Cl2:1 0,14 0,25 0,08 N
C-12:2 0,26 0,27 0,15 .
C.13: 0,21 0,20 0,15 ‘[
C-14: 20,66 10,95 11,64 H - 3
C-14:1 1,53 2,06 2,09 :IF | .
C.l4:2 1,87 1,40 1,60 o f o
C-15: 0,36 0,73 0,29 2 !
C-16 : 31,70 35,24 38,08 -
C-16: 1 255 2,96 237 . : .
C16:2 0,98 0,82 0,82 . 2
C17: 0,51 0,46 0,65 - Wy
C-18: 6,41 7,07 7,33 . v
C18:1 13,77 21,59 19,20 UM/
C18:1 13,77 21.59 19,20 -
C-19: 0,98 Trazas Trazas Figura II1.29: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los triglicéridos del queso fabricado
C-18:2 1,40 1.38 1,80 con leche cruda. 50-180°C 8°C/ min.
C18:3 0,18 0.10 0.49

—325—



TABLA 1I1.32.bis
< Composicién en acidos grasos de los triglicéridos (mg/ 100 gr extracto seco) (1)
(€]
§ 2 P Queso leche
S © o Cuajada Queso leche cruda pasterizada
° Cd4:r

C4 — 390,5 151,1

C-4 103,1 923,0 339,1

C-5 340,1 177,5 127,6

C-6 811,3 553.8 439,8

? C7 7,1  Trazas 6,7

© C-8 432,2 390,0 493.5

C9 191,3 10,7 ‘Trazas

C-10 875,1 1072,1 792,53

C-11 127,5 142,0 117,5

w C-12 1987,6 13490 1524,1

: C12:1 49,6 88,8 26,9

3 C12:2 92,1 95,9 50,4

I C-13: 74,4 71,0 50,4

s Yo [% C14: 7319,8 3887,3 3907,5

=R 3 C14:1 542,1 731,3 7016

B i [ C.14:2 662,5 497,0 537,1

CAN C-15: 127,5 259,2 97,4

I C-16: 11231,3 12510,2 12783,5

2 - C16:1 903,5 1050,8 795.6
S I C-16:2 347,2 291,1 275,3
e | C17: 180,7 163,3 218,2

© S C-18:2 2271,1 2509,9 2460,7

WA L.AJ o C18:1 48787 7664.5 64454

C-19: 347,2 Trazas Trazas

. K 3

Figura II1.30: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los triglicéridos del queso fabricado gig g 422’% iz;d ({gi,g

con leche pasterizada. 50-180°C 8°C/ min.

(1): Expresado como peso de cada acido graso que tedricamente se obtendria por hidrolisis a partir de
esta fraccion.
TABLA I11.33
Porcentaje de los acidos grasos de los diglicéridos (en peso)
Queso leche Queso leche
Cuajada . cruda pasterizada
C.8 — —tis 0,92
C9 7.93 Trazas 9,67
C-10 1,09 9.82 18,35
Ca2 145 5.52 6,73
C12:1 1,09 Trazas Trazas
C12:2 Trazas Trazas Trazas
C13: 0,36 — —
C-14: 10.87 14.72 15,29
C14:1 Trazas Trazas 0,61
C-14:2 4,35 Trazas 0,61
C-15 : 1,09 Trazas 0,61
C-16 : 34,42 30.81 28,30
C.16:1 11.96 5,52 2,45
C-16: 2 Trazas —_ —
C-17: 2,89 — —
Figura II1.31: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los diglicéridos de la cuajada. C-18: 3,62 8,58 6,12
. C.18:1 16,35 19,02 11,01
50-180°C. 8°C/ min. C18:2 2,54 i o
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TABLA I11.33.bis

Composiciéon en acidos grasos de los diglicéridos (mg/ 100 gr. extracto seco) (1)
Cuajada Queso leche cruda Queso -ICChC |
pasterizada
C.8 — — 19.6
C.9 105,5 Trazas 195.0
C-10 14,5 1614 390,3
C-12 19,3 90,7 143,1
C12:1 14.5 Trazas Trazas
C12:2 Trazas Trazas Trazas
C13: 4,8 — —
C14: 144.,6 212.0 325,2
Cl4:1 Trazas Trazas 13,0
Cl4:2 57,9 Trazas 13,0
C15: 14,5 Trazas 13,0
C-16 : 457,8 605,2 601,9
Cl16:1 159.1 90,7 52,1
C.16: 2 Trazas — —
C-17: Trazas _ _
C18: 48,1 141,1 130,2 o
C18:1 217,5 312,7 234,2 P
C.18:2 33,8 — — o
__—__—___./\
(1: Expresad.ol como peso de cada acido graso que teoricamente se obtendria por hidrélisis a partir de Figura I11.33: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los diglicéridos del queso fabricado
esta fraccion. con leche pasterizada. 50-180°C 8°C/ min.

TABLA I11.34
Porcentaje de los acidos grasos de los monoglicéridos (en peso)
Queso leche
Cuajada Queso leche cruda pasterizada

C-8 —_ — 0,32
C.9 0,44 0,28 2,39
C-10 237 5.06 0.80

C-11 Trazas Trazas Trazas
C12 2,37 3,37 1,11

C12:1 0,15 ‘Trazas Trazas

C12:2 0,90 0,28 Trazas

C13:3 0,30 — —
C-14: 8,88 7.86 4,14
Cl4:1 0,90 Trazas 1,91
Cl14:2 2,38 3,65 0.48

C-15: 1,33 0,28 Trazas
- C-16: 42,69 32,58 32,64
Sy C16:1 5,92 3,93 4,30
N C-16: 2 1,77 4,21 0,48
C-17: 1,63 1,12 0,32
v C-18: 4,73 10,67 7,17
Figura I11.32: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los diglicéridos del queso fabricado C.18:1 18,93 22,47 30,57
con leche cruda. 50-180°C 8°C/ min. C-18:2 4,44 4,21 13,37
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TABLA 1I1.34.bis

Composicién en acidos grasos de los monoglicéridos (mg/ 100 gr. extracto seco) (1)

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizada
C8 — — 3,1
C-9 4,5 35 23,1
C-10 21.2 63.6 7,7
C-11 Trazas Trazas Trazas
C-12 24,2 12,3 10.7
((::-12: 1 1,5 Trazas Trazas
-12:2 9,2 35
C.13 31 — Trazas
C.14 90,5 98.7 40,0
C-14:1 9,2 Trazas 18,5
C.14:2 24,3 45.8 L6
C15 13,6 35 Trazas
C-16 435,0 409,2 315,06
Cl16:1 60,3 49,4 41,6
C16:2 18,0 52,9 4,6
C.17 16,2 14,1 3,1
C-18 48,2 134,0 69,3
C18:1 192,9 282,2 295,6
C18:2 45,2 52,9 129,3

(1): Expresados como peso de cada 4cido graso que teéricamente

de esta fraccion.
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Figura II1.34: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los

50-180°C 8°C/ min.
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monoglicéridos de la cuajada.

se obtendria por hidrdlisis a partir
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C 18:1
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C 16:2
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C 18:2
c17
a C t6:t

—

Figura II1.35: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los monoglicéridos del queso fabri-

cado con leche cruda. 50-180°C 8°C/ min.
E
o

Q

Figura I11.36: Esteres metilicos de los acidos grasos de los monoglicéridos del queso fabri-
cado con leche pasterizada. 50-180°C 8°C/ min.
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se indica en 11.4.9.2; los 4cidos grasos libres segtin se describe en 11.4.9.2. EI coles-
terol se cuantificé saponificando muestras de los lipidos apolares sin fraccionar
(véase 11.4.6.5) y efectuando sobre los insaponificables el test de Liebermann
Burchard (11.4.9.3).
La composicién de los lipidos apolares de las distintas muestras se recoge en
la tabla II1.35.
TABLA I11.35

Porcentaje de los lipidos apolares caracterizados

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizid.
(1) (2) ‘(1) (2). (1) (2)
Triglicéridos 86,65 87,94 80,07 80,95 79,55 80,50
Diglicéridos 3,05 3,09 3,92 3,97 5,20 5,27
Monoglicéridos 2,71 2,75 3,50 3,54 2,69 2,73
A. grasos libres 1,04 1,05 2,96 3,01 3,60 3,66
Colesterol 0,27 0,28 0,22 0,23 0,23 0,24
Hidrocarburos 1,20 1,22 1,28 1,29 1,00 1,01
Total insaponificable 5,78 5,87 5,88 5,95 493 4,99

(1) Porcentaje sobre el extracto lipidico total.
(2) Porcentaje sobre el total de lipidos apolares.

I11.5.3.6. Comparacién de los lipidos apolares de los extractos fisicos y quimicos
del queso.

Alicuotas de los extractos fisico y quimico del queso fabricado con leche paste-
rizada que mostraban, segin se indica en II1.5.3.1, igual composicién cualitativa,
fueron independientemente sometidos al mismo proceso de fraccionamiento, an4li-
sis de los 4cidos grasos libres y de los triglicéridos. Igualmente se cuantificaron sus
diversos componentes.

La tabla I11.36 compara las tasas alcanzadas, en ambos extractos, por cada uno
de los componentes del conjunto de lipidos apolares. Las figuras 111.37, 111.38,
I11.39 y 1I1.40 son copia de los cromatogramas de los ésteres metilicos de los dcidos
grasos libres y de los triglicéridos y las tablas I11.37 y II1.38 el porcentaje de cada
acido sobre el total.

TABLA II1.36

Porcentaje de los lipidos apolares de los extractos fisico y quimico del queso fabricado
con leche pasterizada

T D M AG C H I
Extracto fisico 80,50 5,27 2,73 3,60 4,98 1,00 4,99
Extracto quimico 81,90 6,15 2,84 3,65 4,48 1,20 4,66

A
Al

T: triglicéridos; D: diglicéridos; M: monoglicéridos; AG: acidos grasos; C: colesterol; H: hidrocarbu-
ros; I: insaponificables. Los resultados se expresan en % sobre el total de lipidos apolares, excepto el co-
lesterol (% sobre el total de insaponificables).
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TABLA IIL37

Porcentaje de los acidos grasos libres de los extractos fisico y quimico del queso
fabricado con leche pasterizada

Extracto fisico Extracto quimico
C-8 0,32 Trazas
C-10 — 1,64
C-11 - 0,33
C-12 2,02 547
C-12:1 Trazas 0,14
C12:2 0.56 0,44
C-13 Trazas 0,11
C-14 10,38 13,60
C14:1 2,92 1,9%
C14: 2 2,06 1,57
C-15 0,48 0,37
C-16 35,59 31,77
Cl16:1 4,62 3,93
C-16: 2 0,73 1,04
C-17 0,97 1,09
C-18 10,81 11,22
C-18:1 25,55 24,16
C-18: 2 3.16 3,16
C-18:3 Trazas 0,52
T s
v
. A

Figura II1.37: Esteres metilicos de los 4cidos grasos libres del queso fabricado con leche
pasterizada. ( Extracto fisico) 50-180°C 8°C/ min.
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TABLA II1.38

Porcentaje de los icidos grasos de los triglicéridos de los extractos fisico y quimico del
queso fabricado con leche pasterizada

Extracto fisico

Extracto guimico

-—

C4 1,46 1,85
C-5 0,38 0,43
C-6 1,31 1,95
C-7 0,02 0,02
C-8 1.47 1,38
C-9 Trazas 0,13
C-10 2,36 3,54
C-11 0,35 0,40
C-12 4,54 4,59
Cl12:1 0,08 0,11
C12:2 0,15 0,18
C-13 0,15 0,11
C-14 11,64 14,33
Cl4:1 2,09 2,01
Cl4:2 1,60 0,92
C-15 0,29 0,32
C-16 38,08 34,45
Cl6:1 2,37 2,21
C16:2 0,82 1,09
C-17 0,65 0,47
C-18 7,33 7,26
C18:1 19,20 17,36
C-19 Trazas 0,39
C-18:2 1.80 1,35
C-18:3 0.49 0.98

111.5.4. Fraccionamiento, identificacién y cuantificacién de los lipidos polares.

Alicuotas de los lipidos polares eluidos de las columnas de écido silicico-celita
(1/1) (p/p) con metanol, se cromatografiaron en 6 liminas de silica gel G; se
desarrollaron con cloroformo/metanol/agua (65/25/4) (v/v/v). Cada limina
fina fue revelada con alguno de los siguientes reactivos: reactivo de IK, reactivo
de ninhidrina, reactivo de azul de molibdeno, reactivo de I,, reactivo de Schiff y
acido sulfirico al 50 %.

Se pusieron asi de manifiesto nueve manchas (figura 111.41). Las niimeros
1,2y 3 (de Rfs 0,03, 0,07 y 0,09, respectivamente) sélo fueron puestas de manifiesto
con el reactivo de ninhidrina, apareciendo como pequefios puntos de color naranja-
violeta.

La mancha n.° 4, de Rf 0,23, dio reaccién positiva frente a los reactivos de
ninhidrina, iodo y azul de molibdeno y negativa frente a los demés reactivos espe-
cificos. Fue cromatografiada junto con una muestra patrén de lisofosfatidiletanola-
mina y cocromatografiada con ella en el mismo sistema. El Rf del patrén y de la
muestra problema fue idéntico. Se identificé, por tanto, como lisofosfatidiletanola-
mina. Sélo se detecté en la cuajada.
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Figura I11.40: Esteres metilicos de los acidos grasos de los triglicéridos del queso fabricado
con leche pasterizada. (Extracto quimico) 50-180°C

La mancha n.° 5 de Rf 0,27, se mostré positiva frente al iodo y los reactivos de
iodo-ioduro potasico y azul de molibdeno; no reaccioné al ser revelada con el resto
de los reactivos especificos; cromatografiada con una muestra patrén de esfingomie-
lina mostré las mismas caracteristicas e igual Rf. Fue detectada en todas las muestras.

La mancha n.° 6, encontrada, al igual que la anterior, en todas las muestras
de queso y cuajada, tuvo un Rf de 0,36. La reaccién frente a los reactivos de iodo-
ioduro potisico, azul de molibdeno y iodo fue positiva. Dio, en cambio, respuesta
negativa al rociar las placas con los reactivos de ninhidrina y Schiff. EI Rf fue el
mismo (0,36) que el de una muestra patrén de lecitina cromatografiada con ella.
Se identificé como fosfatidilcolina.

La mancha n.° 7, de Rf 0,57, presente también en todas las muestras, resulté
positiva al reactivo de la ninhidrina, al de iodo y al de azul de molibdeno y negativa
frente a los de Schiff y grupos colina (I + IK). Corrié en la ldmina de silica gel G
de una forma idéntica a una muestra patrén de fosfatidiletanolamina, con la que
se identificé.
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Figura I11.41: Cromatografia en lémina fina de silica gel de los lipidos polares eluid?s. de
la columna de 4cido silicico-celita (1/1). Revelador: iodo. a: Queso leche cruda, extracto fisico;
b: queso leche cruda, extracto quimico; c. queso leche pqsterizada, extracto fisico; d: queso
leche pasterizada, extracto quimico; e: cuajada, extracto total.
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La n.° 8, detectada tanto en la cuajada como en los quesos, se mostré negativa
frente a todos los reactivos especificos, excepto al de Schiff. Su Rf fue de 0,71.
Se consideré provisionalmente como un glicosilglicérido.

La mancha n.® 9, detectada en todas las fracciones, se mostré negativa frente
a todos los reactivos especificos. Frente al reactivo de Schiff dio una reaccién dudosa.
Dado su Rf, de 0,77, préximo aunque algo superior a la cardiolipina, se caracterizé
provisionalmente como cerebrésidos.

La tabla II1.39 resume el comportamiento de cada mancha frente a los reactivos
utilizados.

TABLA II1.39

Comportamiento de cada mancha frente a los reactivos utilizados

Mancha SO4Hz Azul mo- Ninhi- Identifi-

n.0 Rf 50 % libdeno Iy Schiff  drina 1T IK cacién

4 0,23 + + + — + — Lisofosfatidil-
etanolamina

5 0,27 + + + — — + Esfingomielina

6 0,36 + + + - — + Fosfatidil-
colina

7 0,57 + + + S + — Fosfatidil-
etanolamina

8 0,71 + — + + — — Glicosil-
glicéridos (1)

9 0,77 + — + b1 — —_ Cerebrésidos (1)

¢: reaccion dudosa. (1): provisionalmente.

I11.5.4.1. Caracterizacion de los cerebrésidos y glicosilglicéridos identificados pro-
visionalmente como tales.

La caracterizacién de los presuntos cerebrésidos y glicosilglicéridos se realizé
mediante el estudio de sus productos de hidrélisis, por cromatografia descendente
en papel Whatman 1n.° 1.

Las muestras se purificaron mediante cromatografia preparativa en limina
fina y se hidrolizaron y estudiaron sus productos de hidrélisis siguiendo las técnicas
descritas en 11.4.6.8.

Cromatografiados sus productos de hidrélisis junto con patrones de glicerol,
manosa, glucosa y galactosa, se detectaron las siguientes manchas (figura I11.42).

La mancha n.° 1, de Rf 0,42, se mostré positiva frente al reactivo de Schiff y
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negativa frente al del nitrato de plata y ninhidrina. Corrié en el papel Whatman
n.° 1 de una forma idéntica a una muestra patrén de glicerol con el que se identificé.

La mancha n.° 2, de Rf 0,33, idéntico al de la glucosa, dio positiva al reac-
tivo de Schiff y al del nitrato de plata y negativa al de ninhidrina.

La mancha n.° 3, de Rf 0,15, fue negativa a los reactivos de nitrato de plata
y de Schiff y positiva al de ninhidrina.

Los cerebrésidos se confirmaron como lales, al poseer glucosa y base nitroge-
nada y carecer de glicerol.

freate [~—"

O O T
2

galactosa

cerebrésidos
glicosilgliéridos

glicerol
manosa
glucosa

Figura II1.42: Cromatografia en papel Whatman n.° 1 de los productos de hidrélisis de los
cerebrésidos y glicosilglicéridos.

Fase mévil: n-butanol-piridina-agua (6/4/3) (v/v/v) Distancias migradas: glicerol: 20 cm;
manosa: 15,6 cm.; glucosa: 13,6 cm.; galactosa: 11,4 cm.; manchg n.° 1: 20 cm.; mancha n.° 2:
13,6 cm. y mancha n.° 3: 6,9 cm. '
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La confirmacién de la identidad de los glicosilglicéridos se realizé al comprobar
la existencia de glicerol y glucosa en sus productos de hidrélisis.

111.5.4.2. Naturaleza del glicosilglicérido.

Una alicuota del hidrolizado a que se refiere el apartado anterior fue utilizada
para la determinacién del glicerol y glucosa (véase 11.4.11). Los resultados obteni-
dos aparecen en la tabla IT1.39.bis.

TABLA I11.39.bis

Contenido en glicerol y glucosa de los hidrolizados de los glicosilglicéridos de la cuajada
y los quesos

GLICEROL GLUCOSA
1. moles moles Relacién molar
Muestra |Lg/mi ! mi, g/ mi # mi glucosa/ glicerol
Cuajada 13 0,1411 49,66 0,2758 1,955
Queso leche cruda 14 0,1570 50,86 0,2825 1,860
Queso leche pasterizada 13,5 0,1498 50,42 0,2801 1,870

I11.5.4.3. Acidos grasos de los lipidos polares.

Las muestras de lipidos polares obtenidas por_elucién en las columnas de dcido
silicico-celita (1/1), se cromatografiaron, para su purificacién en ldmina fina. Las
placas se prepararon con silica gel 60 PFy54 (impregnada con sustancias organicas
fluorescentes). Una vez desarrollada la cromatografia, se expusieron las placas
bajo los rayos de una lampara de luz ultravioleta; las bandas detectadas se rasparon
con ayuda de una espétula. Las porciones de silica gel asi obtenidas se extrajeron
con metanol y se separaron del adsorbente mediante filtracién a través de papel
Ederol n.° 2. La pureza de los distintos componentes se comprobé cromatografian-
do una alicuota de los lipidos recuperados, revelando las placas con iodo.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos de los distintos lipidos polares se
obtuvieron por transesterificacién, segiin se describe en el apartado 11.4.7.3.

Las figuras 111.43, 111.44, 11145, 111.46 y I11.47 muestran los cromatogramas
de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos de la esfingomielina de la cuajada
(extracto total) y de los quesos fabricados con leche cruda y pasterizada (extractos
fisico y quimico). La Tabla I11.40 recoge los porcentajes de cada acido graso sobre
el total de los que componen el conjunto de moléculas de esfingomielina presentes
en los quesos. Las cifras que figuran en esta tabla se obtuvieron por célculo, te-
niendo en cuenta: a) las proporciones relativas de extracto fisico y quimico y su
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contenido en esfingomielina y b) los datos de las tablas 11141 y I11.42 que recogen
la composicién porcentual de los 4cidos grasos de la esfingomielina de cada uno
de los extractos.

Las figuras 11148, 111.49, I11.50, ITL.51 y I11.52 muestran los cromatogramas
de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos de la lecitina de la cuajada y los quesos
(extracto fisico y quimico en los quesos) y las tablas II1.44. y IIL45 los porcentajes
del total de acidos grasos que cada uno representa en la lecitina de los extractos
fisico y quimico de los quesos. La tabla I11.43 compara la composicién en acidos
grasos de la lecitina de la cuajada y de los dos tipos de quesos, teniendo en cuenta
las mismas observaciones que se hacen para la esfingomielina.

Las figuras 111.53, I11.54, 11155, 111.56 y 11157 y las tablas 111.46, 111.47 y

I11.48 recogen los mismos datos relativos a la fosfatidiletanolamina y las figuras

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizada

C-6 — 0,04 —
C-8 Trazas 0,07 0,05
C-9 Trazas 0,09 0,11
C-10 0,33 0,61 0,14
C-11 Trazas 0,04 Trazas
N.L Trazas — —
C-12 0,37 1,08 1.23
Ci12:1 Trazas 0,07 Trazas
C-12:2 0,12 Trazas Trazas
C-13 0,03 0,07 Trazas
C-14 6,39 4,47 6,68
N.L 0,31 0,09 Trazas
Cl4:1 0,78 0,25 1,87
Cl4:2 2,04 1,51 1,22
N.L — Trazas —
C-15 061 0,30 1,29
C-16 25,57 21,43 27,90
C16:1 2,78 2,08 3,34
N.L 1,30 — Trazas
C-16: 2 1,11 0,76 1,50
C-17 0,94 0,61 0,95
C-18 8,89 24.47 22,23
C-18:1 34,18 35,38 28,47
C-18:2 8,65 5,59 2,21
*N.I — 0,41 0,73
C-20 0,42 Trazas ——
C-18:3 3,89 0,58 Trazas
S. C-20 1,85 — —

N. I.: No identificado
S. C-20: Superiores al C-20.
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Figura II1.43: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la esfingomielina de la cuajada
(extracto total). 50-180°C 8°C/ min.
TABLA I11.41 Figura I11.44: Esteres metilicos de los dcidos grasos de la esfingomielina del queso fabri-
Acidos grasos de la esfingomielina de los extractos fisico y quimico del queso fabricado cado con leche cruda (extracto fisico) 50-180°C  8°C/min.

con leche eruda (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos)

Extracto fisico Extracto quimico
C6 0,10 _
C-8 0,15 —
C-9 0,20 _
C-10 0,99 0,31
C.11 0,10 Z
C-12 1,68 0,62
C12: 0,15 Trazas
C.12:2 Trazas Trazas
C13 0,15 Trazas
C.14 5,56 3,62
N. L 0,20 Trazas
C14:1 0,30 0,21 .
C.14:2 1,04 1,87
N. 1 Trazas _
C-15 0,15 042 :
C-16 26,05 17,81 .
C16:1 3,36 1,87
C16:2 0,74 0,78 .
C17 0,59 0,62 :
C-18 20,13 27,87 i )
Ci18:1 33,94 39,74 b g
C-18:2 543 5,72 2
N. L Trazas 0,73 I
C-20 — Trazas
C-18:3 —_ 1,04
Figura ITL45: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la esfingomielina del queso fabricado
N. 1.: No identificado. con leche cruda (extracto quimicd). 50-180°C 8°C/ min.
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TABLA 111.42

Acidos grasos de la esfingomielina de los extractos fisico y quimico del queso fabricado
con leche pasterizada (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos
‘
Extracto fisico Extracto quimico
C8 0.14 Trazas
C-9 Trazas 0,16 R
C-10 0.42 S
C-11 Trazas Trizas
C.12 1.90 0,88
C12: Trazas Trazas
Cl12:2 Trazas Trazas
C13 Trazas Trazas
C-14 7,48 6,27
Cl4:1 0,14 2,77
C.14:2 0,69 1,50 o
C15 1,11 1,38 o
C-16 34,45 24,51
C16:1 2,07 4.00 —
N‘ I. - Trazas . o . - .
C-16: 2 1,39 1,55 Figura I11.47: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la esfingomielina del queso fabricado
C-17 0,55 1,16 con leche pasterizada ( extracto quimico) 50-180°C 8°C/ min.
C-18 20,51 23,12
el e 2 TABLA 11143
2:118. .3 %;z:z lil Acidos grasos de la lecitina (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos
! Queso leche
N. L.: No identificado. Cuajada Queso leche cruda pasterizada
C-8 — 0,04 0,21
C-9 - - 0515
C-10 0,21 0,11 0,10
C11 Trazas 0,02 0,08
C-12 0.11 0,62 0.74
C-12:1 Trazas Trazas Trazas
C-12:2 Trazas Trazas 0,10
C-13 Trazas 0,04 Trazas
e C-14 743 6,45 6.54
e N. L — 0,26 Trazas
Cl4:1 0,21 0,54 1,90
C14:2 2,06 1,85 1,86
N.L — — 0,38
C-15 0,41 0,69 0,73
C.16 27,85 32,35 39,87
C16:1 3,47 3,12 4,36
H = N. I — _ Trazas
voo= © g C.16:2 0.72 0,96 1,37
: 2 C17 Trazas 1,00 0,93
1 C-18 23,82 12,83 11,74
C-18:1 30,94 32,17 25,22
C-19 — 0,20 —
s - C18:2 247 5,85 3,52
° ° | *N.L — 0,49 0,91
C-2O — 0776 -
C-18:3 - 0,41 —

Figura I11.46: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la esfingomiclina del queso fabricado
con leche pasterizada. ( Extracto fisico). 50-180°C 8°C/ min,

N. L.: No identificado.
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Figura II1.48: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la lecitina de la cuajada (extracto R D
total). 50-180°C  8°C/min. S I
TABLA 111.44
. .. . .. . Figura II1.49: Esteres metilicos de los 4cido sos de la fosfotidilicolina del queso fabri-
Acidos grasos de la lecitina de los extractos fisico y quimico del queso fabricado con g - S grasos a 1 q i
g leche cruda (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos) cado con leche cruda (Extracto fisico) 50-180°C 8°C/ min.
Extracto fisico Extracto quimico
C-8 Trazas 0,07
C-10 0,13 0,10
C-11 Trazas 0,03
C12 0,65 0,59
Cl12:1 "Trazas Trazas
Cl12:2 Trazas Trazas
C-13 Trazas 0,07
C-14 6,20 6,65
N. L 0,20 0.31
Cl14:1 0,64 0,47
C-14:2 1,67 1,99
C-15 0,78 0,62 o
C-16 31,21 33,25
C16:1 3,43 2,87 H
C16:2 1,08 0,87 © .
C-17 1,04 0,97 3
c18 10,72 14,48 .
Cl18:1 34,24 30,55
C-19 0,20 0,21
C18: 2 7,37 4,67 .
N.L — 0,87 . £
C-20 — 0,21 22 [
C18:3 147 0,73 U U\j/\ﬂ |
N. I: No identificado.

Figura ITL50: Esteres metilicos de los dcidos grasos de la lecitina del queso fabricado con
—346— leche cruda (extracto quimico) 50-180°C 8°C/ min.



TABLA 11145
Acidos grasos de la lecitina de los extractos fisico y quimico del queso fabricado con
leche pasterizada (valores expresados en % sobre el total de dcidos grasos
Extracto fisico Extracto quimico
C8 0,16 0,23
C-9 0,16 0,15
C.10 0,16 0,07
C-11 0,08 0,08
C-12 0.40 0.92
Cl12:1 Trazas Trazas
C12:2 0,16 0,07
C-13 Trazas Trazas
C-14 6,25 6,69
N. L Trazas —
C14:1 Trazas 2,88 - e
Cl4:2 1,44 2,08 v Y
N.L — 0,58
C-15 0,80 0,69 H
C-16 31,08 44,42 ©
C16:1 2,48 4.31
N.L — Trazas
C.16:2 2,16 0,96
C.17 0,96 0,92
C.18 15,38 9,85
C18:1 31,72 21,85
C18:2 661 1,92
N.L Trazas 1,38 ' o
N. N.: No identificado. .
1 Figura II1.52: Esteres metilicos de los dcidos grasos de la lecitina del queso fabricado con
leche pasterizada (extracto quimico). 50-180°C. 8°C/ min.
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a Figura II1.56: Esteres metilicos de los acidos grasos de la fosfatidiletanolamina de la cua-
! jada. (Extracto total). 50-180°C. 8°C/ min.

Figura II1.51: Esteres metilicos de los dcidos grasos de la fosfotidilcolina del queso fabri- l
cado con leche pasterizada. (Extracto fisico). 50-180°C  8.°C/min. \
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TABLA 111.47

Acidos grasos de la fosfatidiletanolamina de los extractos fisico y quimico del queso

TABLA 11146 fabricado con leche cruda (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos)
Acidos grasos de la fosfatidiletanolamina (valores expresados en % sobre el total de
acidos grasos) Extracto fisico Extracto quimico
Queso leche C-6 1;64' -
Cuajada Queso leche cruda pasterizada C.7 0,12 -
Cs8 0,33 —
C6 — 0,72 — C9 148 —
C.7 — 0,05 — C-10 1.31 0,46
C-8 0,03 0,14 0.13 C-11 Trazas 0,03
c9 0,08 0,65 Trazas C12 L6t 1,25
C-10 0,03 0,83 0,95 C12:1 Trazas 0,02
C-11 0,03 0.02 0,06 C-12:2 Trazas 0,04
N.L 0,03 Trazas 0,11 C-13 Tra_?]as 0,10
C12 0,48 12 1.59 C-14 LT3 4,25
Cl12:1 0,03 0,01 Trazas N.L 0,16 0,08
C12:2 0,14 0,02 0,06 Cl4:1 0,25 0,72
C-13 0,03 0,06 Trazas Cl14:2 0.86 1,04
C-14 2,66 4,46 5,46 N. I Trazas —
N. L 0,20 0,12 0,08 C-15 0,24 0,22
Cl4:1 0,55 0,51 2,90 C-16 21,49 28,99
Cl14:2 0,85 0.96 1,15 Cl16:1 2,46 2,25
N. L 0,12 Trazas Trazas C-16:2 0,62 1,01
C-15 0,39 0,23 0,46 C17 0,98 1,93
C-16 16,37 25,70 24,74, C18 10,50 11,69
Cl16:1 3,75 2,34 3,46 C18:1 40,63 39.79
C.16: 2 0,78 0,84 1,11 C-19 — Trag_z:s
C-17 119 1,51 0,79 C-18: 2 9,85 h52
C-18 11,25 11,18 11,28 N. L — 0,61
C18:1 42,06 40.16 40,58 C-18:3 0,62 0,87
C-19 — Trazas Trazas S.C-20 — 0,14
C.18:2 13,13 0.80 3.01
ENII 2@ 0;1 Tr;zas N. L.: No iden.tiﬂcado
C.18: 3 1,59 0,76 2,07 S. C-20: superiores a C-20.
S. C-20 1,20 0,08 _ {
N. L.: No identificado.
S. C-20: Superiores al C-20.
: s B i
. . kI :
g ! i « ! i3 |
© g "':
Figura IIL57: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la fosfotidiletanolamina del queso ! . A‘
fabricado con leche cruda (Extracto fisico). 50-180°C. 8°C/ min.

—350— Figura II1.58: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la fosfatidiletanolamina del queso
fabricado con leche cruda (extracto quimico). 50-180°C. 8°C/ min.




TABLA 111.48

Acidos grasos de la fosfatidiletanolamina de los extractos fisico y quimico del queso
fabricado con leche pasterizada (valores expresados en % sobre el total de 4cidos grasos)

Extracto fisico

Extracto quimico

0.05
Trazas
0,58
0,19

: —
— O &
»—1.__‘0

Bk e wio Nt

1.14
Trazas
12 0,19
Trazas
4,63
0,23
01 0,19
12 1.60
Trazas

0,48
22,04

5,13

1,27

1,33
11,40
Ha 38.10
Trazas
12 8.36

Trazas
HE 3,04

Pt pd et o pd

DN =

OZO000NNNNNZONZO00NNZAN0D
[=<IXele-No-IEN Ne Wa Weo WJ2 1

;!_‘._u_x._.,_.,_a._‘p_a,_a;_"_‘._‘._‘

0.17
Trazas
1.14
Trazas
0,17
1,82
Trazas
Trazas
5,89
4,30
0,91

0,45
26,13
2,59
1,02
0,51
11,22
43,42

2,40
Trazas

N. L.: No identificado.

16

€ 8

Figura II1.47: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de la fosfotidiletanolamina del queso

fabricado con leche pasterizada. (Extracto fisico). 50-180°C
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8°C/ min.

c 182

C 181

[}

c 1

Figura II1.48: Esteres metilicos de los acidos grasos de la fosfatidiletanolamina del queso

fabricado con leche pasterizada (extracto quimico). 50-180°C

TABLA I111.49

8°C/ min.

Acidos grasos de los cerebrésidos (valores expresados en % sobre el total de acidos

grasos)

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizada

C-6 Trazas 0,14 —
C-8 0,29 0.18 5,39
C.9 0,77 Trazas 0,20
C-10 1,83 2.00 0,27
N. L — 0,05 —_
C-11 Trazas 0,24 0,02
N.L — 0,05 Trazas
C-12 3,26 3.10 2,14
Cl12:1 Trazas Trazas 0,05
C12:2 0,19 0,29 0,33
C-13 0,10 0,15 0,02
C-14 9,46 11,77 8,84
N. I 0,38 0,74 Trazas
C.14:2 1,92 1,81 2.28
N.I — — Trazas
C-15 0,29 0,36 1,14
C-16 35,94 41,05 38,03
Cl6:1 2,69 3,64 3,67
N.L — — 0,76
C16:2 1,35 0,79 1,41
C17 0,72 0,69 1,33
C-.18 6,94 7,69 8,66
C18:1 24,65 20.27 20,39
C-19 — Trazas 0,05
C-18:2 4,80 1.01 1,13
N.L 0,97 l1azas 0,24
C18:3 z 01t 0,36
S. C-20 1,65 Trazas —

N. L.: No identificado.
. 8. C-20: Superiores al C-20.



Figure 111,56, Catsres mstilicos de los |
§cidos grasoe de los cerebrésidos de la
ousjoda (extracto totsl).
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Figura IIL56: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los cerebrésidos de la cuajada. u\z-;/J 1
(extracto total). 50-180°C.  8°C/min. ! .
TABLA IIL50 Figura IT1.57: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los cerebrésidos del queso fabricado
con leche cruda. (Extracto fisico) 50-180°C 8°C/ min,
Acidos grasos de los cerebrésidos de los extractos fisico y quimico del queso fabricado
con leche cruda (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos)
extracto fisico Extracto quimico
C-6 — 0,25
C-8 0,15 0,74
C.9 Trazas Trazas
C-10 1,21 2,73
N.L — 0,08
C-11 0,03 041
N.L 0,11 —
C-12 3.7 4,22
C12:1 Trazas —
C12:2 0,19 0,37
C.13 0,23 0,08
C-14 13,82 10,17 X
N.L 0,39 1,12 ©
C14:1 2,34 149
Cl14:2 1,75 1,86 ©
C-15 0,30 041 o
C-16 45,11 37,88
Cl16:1 3,07 4,09 -
C16:2 048 1,03 L
C-17 0,78 0,62 © | ~
C-18 4,84 9,93 °
Cl18:1 19,53 20,85
C-19 Trazas Trazas
C.18:2 1,56 1.65
N.L Trazas — o~
C18:3 0,31 — Nird
S.C-20 Trazas —_ = ~
Lo .
N
N. L.: No identificado. " o
S. C-20: Superiores a C-20. o o
AL |
—354— Figura II1.58: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los cerebrésidos del queso fabricado

con leche cruda (extracto quimico). 50-180°C 8°C/ min.



TABLA IIL.51

Acidos grasos de los cerebrésidos de los extractos fisicos y quimico del queso fabricado
con leche pasterizada (valores expresados en % sobre el total de acidos grasos
Extracto fisico Extracto quimico
C-8 0,28 8,03
C9 0,14 0,23
C-10 0,14 0.34
C-11 0,07 Trazas
N.L —_ . Trazas
C-12 1,84 2,29
Cl12:1 0,14 Trazas
Cl12:2 0,07 0.46 .
C-13 0,07 Trazas - 5
C-14 9.51 8,49 o :
N.L Trazas —
C-14:1 1,91 2,04
Cl4:1 1,91 2,04
Cl4:2 1.88 248
N.L Trazas Trazas %
C-15 1,13 115 o
C-16 38,83 37,62 __ 3
C-16:1 4,68 3.15 2
N- I' - 1715 s © :
C-16: 2 1,91 1,15 /\} I
C-17 1,24 1,38
C-18 7,65 9,18
C.18:1 24,87 20,07
C-19 0,14 — U
C.18: 2 1,77 0.80 Figura II1.60: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los cerebrésidos del queso fabricado
N.L 0,71 Trazas con leche pasterizada (extracto quimico). 50-180°C 8°C/ min.
C-18:3 1,06 —
N, L: No identificado. TABLA II1.52
Acidos grasos de los glicosilglicéridos (valores expresados en % sobre el total de
acidos grasos)
Queso leche
Cuajada Queso leche cruda pasterizada
C-10 70,73 4,67 14,20
C-11 7,32 Trazas 3,98
© C-12 7,32 4.67 1,14
- ° Cl12:1 — Trazas 0,28
2 2 C12:2 — Trazas 0.28
¢ o C.13 — Trazas Trazas
C.14 Trazas 16,10 8,52
Cl14:1 1.63 2,08 1,42
Cl14:2 1,82 2,56
C15 Trazas 0,52 2,27
C-16 8,13 46,75 34,09
8 Cl16:1 4,88 2,60 6,82
T 33 C-16: 2 — 0,52 Trazas
I oy C-17 - Trazas 1,70
o C-18 Trazas 3,90 4,55
o C19:1 Trazas 16,36 18,18

Figura II1.59: Esteres metilicos de los dcidos grasos de los cerebrésidos del queso fabricado
con leche pasterizada ( Extracto fisico). 50-180°C 8°C/ min. 357
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Figura I11.62: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los glicosilglicéridos d -
bricado con leche cruda. 50-180°C 8°C/ min. glicosilglioéridos del queso fa
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C 16

c10

Cc 181
C 161

Figura I11.63: Esteres metilicos de los 4cidos grasos de los glicosilglicéridos del queso fa-
bricado con leche pasterizada. 50-180°C 8°C/ min.

I11.56, I11.57, 111.58, I11.59 y II1.60 y las tablas 111.49, II1.50 y II1.51 los correspon-
dientes a los cerebrésidos.

Los ésteres metilicos de los dcidos grasos de los glicosilglicéridos se obtuvieron
a partir de muestras purificadas, procedentes de los extractos totales obtenidos mez-
clando los extractos fisico y quimico en las proporciones adecuadas. Los resultados
de las cromatografias se muestran en las figuras 11161, 111.62 y I11.63 y en la
tabla 111.52.

‘

111.5.4.4. Cuantificacion de los componentes polares de los extractos lipidicos.

Alicuotas de los lipidos polares obtenidos por elucién con metanol, a partir
de los extractos lipidicos, en columnas de 4cido silicico-celita (1/1) se fraccionaron
por cromatografia en lamina fina, se registré el peso de las fracciones obtenidas, se
comprobé su pureza y se calcul6 el peso real de cada componente por su contenido
en nitrégeno y, teniendo en cuenta el peso molecular medio de los 4cidos grasos
componentes de la molécula, obtenido conforme ha sido ya descrito para las sus-

tancias caracterizadas en la fraccién lipidos «neutros».
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TABLA II1.53

Cuantificacién de los lipidos polares de la cuajada que contienen nitrégeno

mg. )

pesada HegN P.M. A.G. P.M.T. mg % L.P.
Total lipidos
polares 9,7 195
No identificados 2,7 21
Esfingomielina 2,2 32 270,83 780,43 0,89 9,17
Lecitina 1,6 49 268,38 866,06 3,03 31,24
Fosfatidil-
etanolamina 1,3 44 274,03 817,25 2,60 26,80
Cerebrésidos 1,7 33 258,90 745,50 1,76 18,14
Totales

9,5 179 8,28 85,36
Balance % 97,94 93,90 85,36

P. M. A. G.: Peso molecular medio de los 4cidos grasos.

P. M. T.: Peso molecular total,

mg.: mg de cada lipido polar calculado por su contenido en nitrégeno.
% L. P.: porcentaje sobre el total de lipidos polares.

TABLA II1.54

Cuantificacién de los lipidos polares del queso fabricado con
contienen nitrégeno

leche cruda (extracto fisico) que

mg

pesada ngN P. M. A. G. P.M.T. mg % L. P.
Total lipidos
polares 11,7 179,56
No identificados 0,6 42
Esfingomielina 19 40 267,68 777,28 1,11 9,49
Lecitina 2,2 47 270,09 869,48 2,92 24,96
Fosfatidil-
etanolamina 24 32 264,37 797,94 1,82 15,55
Cerebrésidos 3.4 24 274,60 761,20 1.3 11,11
Totales 11,5 185 7,15 61,11
Balance % 98,29 103,03 61,11

P. M. A. G.: Peso molecular medio de los dcidos grasos.

P. M. T.: peso molecular total,

mg: mg de cada lipido polar calculado por su contenido en nitrégeno.
% L. P.: porcentaje sobre el total de lipidos polares.
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TABLA IIL55

Cuantificacién de los lipidos polares del queso fabricado con leche cruda (extracto
quimico) que contienen nitrégeno

mg

pesada g N. P.M. A. G. P.M.T. mg % L. P.
';I‘otal lipidos
polares 24,1 397,59
No id_entificados 1,3 87
Esfingomielina 2,6 87 273,19 728,79 2,42 10,04
Lecitina 6,4 86 268,22 865,74 5,33 22,12
e 88 85 268,79 806,78 4,90 20,33
Cerebrésidos 44 44 254,20 740,80 2,33 9,67
Totales 23,5 389 14,98 62,16
Balance 97,51 % 97,84 % 62.16 %

P. M. A. G.: peso molecular medio de los acidos grasos.

P. M. T.: peso molecular total.

mg: mg de cada lipido polar calculado por su contenido en nitrégeno.
% L. P.: porcentaje sobre el total de lipidos polares.

TABLA IIL.56

Cuantificacién de los lipidos polares del queso fabricado con leche pasterizada (extracto
fisico) que contienen nitrégeno

mg

pesada KeN P.M.A.G. P.M.T. mg % L. P.
Total lipidos
polares 10,2 174,47
No identificados 0,5 32
Esfingomielina 2,7 43 265,48 775,08 1,24 12,16
Lecitina 2,4 50 267,41 864,12 3,09 30,29
Fosfatidil-
etanolamina 2,8 30 268,68 806,56 1,79 17,55
Cerebrésidos 2,9 27 260,22 746,82 1,44 14,12
Totales 11,3 184 7,56 74,12
Balance 110,78 % 105,45 % 74.12 %

P. M. A. G.: peso molecular medio de los 4cidos grasos.
P. M. T.: peso molecular total.

mg: mg de cada lipido polar calculado por su contenido en nitrégeno.

% L. P.: porcentaje sobre el total de lipidos polares.
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TABLA II1.57

Cuantificacién de los lipidos polares del queso fabricado con leche pasterizada (extracto
quimico) que contienén nitrégeno

per:agda fegN P.M. A.G. P.M.T. mg % L. P.
Total lipidos
polares 16,2 343,31
No identificados 1,0 101
Esfingomielina 14 54 267,22 776,82 1,5 99,26
Lecitina 3,9 85 261,12 851,54 5,17 31,91
Fosfatidil-
etanolamina 5,3 50 269,20 799,80 2,86 17,65
Cerebrésidos 2,2 42 248,32 734,92 2,2 13,58
Totales 15,9 332 11,73 72,40
Balance 98,15 % 96,71 % 72,40 %

P. M. A. G.: peso molecular medio de los icidos grasos.

P. M. T.: peso molecular total.

mg: mg de cada lipido polar calculado por su contenido en nitrégeno.
% L. P.: porcentaje sobre el total de lipidos polares.

TABLA II1.58

Valores alcanzados por los lipidos polares de la cuajada y de los quesos fabricados con
leche eruda y pasterizada

Cuajada Queso  Leche  Cruda Queso Leche Pasterizada

(1 (2) (3) (1) (2) (3) 1 (2) (3)

Esfingo-

RN 63,27 0,13 9,17 46,82 0,10 9,76 50,84 0,11 11,17
Lecitina 223,88 0,46 31,24 112,37 0,24 23,71 138,66 0,30 30,84
Fosfatidil-

etanolamina 189,81 0,39 26,80 84,28 0,18 17,65 78,57 0,17 17,58
Lisofosfatidil-

etanolamina Trazas Trazas Trazas — — — — — —

Cerebrésidos 131,41 0,27 18,14 51,50 0,11 10,48 64,71 0,14 13,94

Glicosilgli-
céridos 107,07 0,22 15,09 70,23 0,15 14,94 69,33 0,15 14,74

(1): en términos de mg/ 100 gr. extracto seco; (2): porcentaje sobre el extracto lipidico total; (3): porcentaje
sobre el total de lipidos polares.
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En las tablas I11.53, I11.54, 111.55, 111.56 y II1.57 se detallan los valores de
cada uno de los componentes identificados de la fraccién lipidos polares, excepto
los glicosilglicéridos (no contienen nitrégeno); los valores de las sustancias no iden-
tificadas (sélo se mostraron positivas al reactivo de ninhidrina) no se pudieron cal-
cular més que por pesada, conjuntamente. Se dan sin embargo en las tablas datos
respecto a su contenido en nitrégeno.

La tabla II1.58 muestra los valores de los lipidos polares de la cuajada y de los
quesos, incluidos los glicosilglicéridos (calculados por pesada). Los valores de
ambos quesos se calcularon teniendo en cuenta las proporciones de los extractos
fisico y quimico, relativas al total del extracto lipidico.

I11.6. Acidos grasos libres, arrastrables en corriente de vapor.

Para su estudio se siguié la marcha metodolégica descrita en 11.4.10.

En la tabla II1.59 se recogen los titulos (m-equivalentes/gr) de dcidos grasos
solubles e insolubles, arrastrables en corriente de vapor, obtenidos a partir de la
cuajada y de cada uno de los quesos.

TABLA IIL59

Acidos grasos arrastrables en corriente de vapor (valores expresados en m-equivalentes/
gr de extracto seco) :

Solubles Insolubles
Cuajada 0,01747 ©0,01991
Queso leche cruda 0,05071 0,07865
Queso leche pasterizada 0.04966 0.06847

Los 4cidos grasos arrastrables en corriente de vapor obtenidos en la fraccién
«insoluble» fueron preparados-para el anilisis cromatografico siguiendo la técnica
descrita en 11.4.10.3.B. En las figuras 111.64, I11.65 y I11.66 aparecen los cromato-
gramas de sus ésteres metilicos y en la tabla II1.60 la composicién porcentual (en
peso) de los dcidos grasos de esta fraccién, de cada muestra (cuajada y los dos tipos
de quesos). ' '

Los acidos grasos solubles arrastrables en corriente de vapor quedaron, segiin
se expresa en 11.4.10.3.A, divididos en dos fracciones: una analizada por cromato-
grafia en fase gaseosa disuelta en agua (cromatogramas representados en las figu-
ras 111.67, 111.68 y 111.69 y tabla 111.61) y otra constituida por 4cidos grasos menos
solubles que sobrenadaban en el agua por hallarse a sobresaturacién y que fueron
analizados tras su extraccién etérea y posterior metilacién (11.4.10.3.A). En las
figuras IIL.70, II1.71 y II1.72 aparecen los cromatogramas obtenidos y en la
tabla I11.62 la composicién porcentual de esta fraccion.
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La cuantificacién de los acidos grasos C-2 4 C-4 (solubles totalmente en agua)
se efectué segiin se describe en 11.4.9.1. En la tabla I11.63 se muestra el contenido
de cada uno de ellos, expresado en mg/100 gr de muestra y en mg/100 gr de
extracto seco.

La tasa alcanzada por los dcidos grasos C-5 4 C-16 (extraidos con éter a partir
del estracto acuoso) se realizé sobre la base a) del titulo de la fraccién «soluble»,
restandole el correspondiente a los acidos grasos C-2 4 C-4 y b) de la composicién
porcentual de la tabla I11.62; la tabla I111.64 muestra los resultados obtenidos.

La cuantificacién de los cidos grasos insolubles (C-8 4 C-18: 1) se efectué
basdndose en el porcentaje de cada 4cido graso sobre el total de la fraccién «in-
soluble» (tabla II1.61) y en el titulo de esta fraccién. Los resultados obtenidos se
recogen en la tabla I11.65.

La tabla III1.66 muestra las concentraciones alcanzadas, en cada muestra (cua-
jada y quesos), por los dcidos grasos arrastrables en corriente de vapor.

TABLA I11.60

Acidos grasos libres arrastrables en corriente de vapor e insolubles en agua (valores
expresados en % sobre el total de acidos grasos)

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizada

C-8 ]_’28 1,31 0907
C9 0,64‘ 0173 -
C-10 4,15 5,96 468
C-11 0,32 0,15 0,07
C-12 14,05 8,06 11,25
C12:1 0’08 - o
C12:2 0,08 0,15 9.20
C13 0,08 0,15 9.13
C-14 15,80 21,61 21,25
C.14:1 1,55 2,19 3,49
C-14:2 1,43 2,19 2,66
C15 0,08 0,15 0,13
C.16 39,90 39,25 38,81
C-16:1 0,16 0,51 3,19
C16:2 0,32 0,51 0,40
C.18 5,59 5,62 3,72
C-18

11 14.48 11.39 9.96

TABLA 111.61

Acidos grasos solubles totalmente en agua (C-2 4 C-4) (valores expresados en % sobre
el total de acidos grasos)

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizada
No identificado 13,54 Trazas
A. acético 61,97 47,40 68,19
A. propidnico 1,81 2,26 1,39
A. isobutirico — 2,10 Trazas
A. butirico 26,67 48,33 40,38
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Figura II1.64: Esteres metilicos de los dcidos grasos arras-
trables en corriente de vapor insolubles en agua de la cuajada.
50-180°C 8°C/min.
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Figura II11.65: Esteres metilicos de los 4cidos grasos arras-
trables en corriente de vapor, insolubles en agua del queso fa-
bricado con leche cruda. 50-180°C  8°C/ min.
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*TABLA II1.62

Acidos grasos libres arrastrables en corriente de vapor, extraidos con éter a partir de
la disolucién acuosa (C-5 &4 C-16) (valores expresados en % sobre el total de acidos

grasos)
) Queso leche
Cuajada Queso leche cruda pasterizada
C-5 0,07 Trazas 0,87
C-6 0,58 3,22 12,69
C-7 Trazas 0,15 0,87
C-8 31,27 14,31 26,11
C9 —_ — 3,28
C-10 43,54 46,00 30,78
C-11 3,01 5,24 3,21
N.L Trazas 0,38 3,06
C-12 17,72 14,95 11,09
Cl12:1 0,41 0,64 Trazas
C-12:2 Trazas 0,51 Trazas
C-13 0,17 0,64 1,02
C-14 4,40 4,86 4,81
Cl4:1 1,45 1,15 0,30
C-14:2 - 1.53 Trazas
C-15 — Trazas 0,40
C-16 1,27 6,39 2,19
N. L: No idqnlificado.
TABLA 111.63

Acidos grasos libres, arrastrables en corriente de vapor, solubles totalmente en agua

(C-2 4 C4)

Queso leche

Cuajada Queso leche cruda pasterizada

(1) (2) (1) (2) (1 (2)
No identificado 2,70 5,97 —_ — — —_
A. acético 12,36 27,34 18,45 34,55 48,89 83,69
A. proiénico 0,36 0,80 0,88 1,65 1,17 1,99
A. isobutirico —_ —_ 0,82 1,53 Trazas Trazas
A. butirico 4,52 10,00 18,81 35,22 33,92 58,07
TOTALES 19,94 44,11 38,96 72,95 84,01 143,82

(1): valores expresados en mg/ 100 gr.
(2): valores expresados en mg/ 100 gr. de extracto seco.
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Figura IIL.72: Esteres metilicos de los

dcidos grasos arrastrables en corriente de
vapor, solubles en agua del queso fabri-
cado con leche pasterizada. 50-180°C 8°C/

minuto.

Esteres metilicos de los
8°C/ min.

scidos grasos arrastrables en corriente de

Figura IIL71:
vapor, solubles en agua del queso fabrica-

do con leche cruda. 50-180°C

Figura IIL.70: Esteres metilicos de los
dcidos grasos arrastrables en corriente de
vapor, solubles en agua de la cuajada.

50-180°C  8°C/min.



TABLA I11.64

Acidos grasos libres arrastrables en corriente de vapor, extraidos con éter a partir de

Ia diolucion acuosa (C-5 a C-16)

Acidos grasos libres totales, arrastrables en corriente de vapor

TABLA I11.66

Queso leche

Queso leche

Cuajda Queso teche cruda pasterizada
(1) (2) (1) (2 (1) (2)
N.L 2,70 5,97 Trazas Trazas Trazas Trazas
C-2 12,36 27,34 18,45 34,55 48,89 83,69
C.3 0,36 0,80 0,88 1,65 17 1,99
C4:r — — 0,82 1.53 Trazas Trazas
C4 4,52 10,00 18,81 5,22 33,22 58,07
C-5 0,06 0,13 Trazas Trazas 2,51 4,30
C-6 0,53 1,17 12,56 23,52 36,54 62,55
C.7 Trazas Trazas 0,58 1,09 2,51 4,30
C-8 31,15 68,71 68,83 128,89 775,85 129,83
C9 1,37 3,03 7,26 13,60 9,44 16,16
C-10 48,45 107,18 238,66 446,91 134,40 230,05
C-11 3,42 7,56 21,93 41,07 9,92 16,98
N-I. Trazas Trazas 1,48 2,77 8,81 15,08
C-12 46,13 102,05 138,45 259,26 141,99 243,04
Cl12:1 0,54 1,20 2,50 4,68 Trazas Trazas
C12:2 0,17 0,38 3,48 6,52 1,96 3,36
C13 0,32 0,71 3,99 747 4,21 7,20
C-14 37,76 83,54 233,81 437,84 221,74 379,55
C.14:1 4,63 10,24 26,25 49,16 34,97 59,86
C.14:2 3,05 6,75 27,74 51,95 26,02 44,54
C-15 0,17 0,38 149 2,79 2,87 491
C-16 86,40 191,14 415,17 777,44 388,02 664,17
C-16:1 0,34 0,75 5,07 9,49 31,21 53,42
C.16:2 0,68 1,50 5,07 9,49 3,91 6,69
C-18 11,94 26,41 55,88 104,64 36,39 62,29
C-18:1 30,94 68,50 113,25 212,07 97,44 166,68
TOTALES 328.04 725.64 1.423,11 2.684,91 1.354,63 2.318,75

Cuwjada Quuso leche cruda pasterizada
(1) (2) (h (2) (1) (2)

C-5 0,06 0,13 Trazas Trazas 2,51 4,30
C-6 0.63 1.17 12,56 23,52 36,54 62,55
C-7 Trazas Trazas 0,58 1,09 2,51 4,30
C8 28,42 62,67 55,81 104,51 75,17 128,67
C-9 — — — - 944 16,16
C-10 39,58 87,56 179,40 335,94 88,62 151,69
C11 2.74 6.06 20,44 38,28 9,24 15,82
N.L Trazas Trazas 1,48 2,77 8,81 15,08
C-12 16,11 35,64 58,31 109,19 31.93 54.65
Cl12:1 0.37 0.82 2,50 4,68 Trazas Trazas
C-l12:2 Trazas Trazas 1,99 3,73 Trazas Trazas
C-13 0,15 0,33 2,50 4,68 2,94 5,03
C-14 4,00 8,85 18,95 35,49 13,85 23,71
Cl4:1 1,32 2,92 4,48 8,39 0.83 142
Cl14:2 — — 5.97 11.18 Trazas Trazas
C-15 — — Trazas Trazas 1,60 2,74
C.16 1,15 2,54 2492 16,66 8,35 14,29
TOTALES 9443 208,89 389.89 750,11 292,34 500,41
(1): Valores expresados en mg/ 100 gr.

(2): Valores expresados en mg/ 100 gr. de extracto seco.

N. L.: No identificado.

TABLA 111.65
Acidos grasos libres arrastrables en corriente de vapor e insoluble en agua.
(C-8acC-18:1)
Queso leche
Cuajada Queso leche cruda pasterizada
(1 (2) (1) (2) (1) (2

C-8 2,73 6,04 13,02 24,38 0,68 1,16
C-9 1,37 3,03 7,26 13,60 — —
C-10 8,87 19,62 59,26 110,97 45,78 78,36
C-11 0,68 1,50 1,49 2,79 0,68 1,16
C-12 30,02 66,41 80,14 150,06 110,06 188,39
C.12:1 0,17 0,38 — — — —
C.12:2 0,17 0,38 1,49 2,79 1,96 3,36
C13 0,17 0,38 1,49 2,79 1,27 2,17
C-14 33,76 74,69 214,86 402,35 207,89 355,84
C14:1 3,31 7,32 21,77 40,77 34,14 58,44
C-14:2 3,05 6,75 21,77 40,77 26,02 44,54
C-15 0,17 0,38 1,49 2,79 1,27 2,17
C-16 85,25 188,60 390,25 730,78 379,67 649,88
Cl16:1 0,34 0,75 5,07 9,49 31,21 53,42
C16)2 0,68 1,50 5,07 9,49 3,91 6,69
C-18 11,94 26,41 55,88 104,64 36,39 62,29
C-18:1 30,94 68,50 113,25 212,07 97,44 166,68
TOTALES 213,67 472,64 994,26 1.861,85 978,28 1.674,52

(1): valores expresados en mg/ 100 gr.
(2): valores expresados en mg/ 100 gr. de extracto seco.
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N. L{ No identificado.

(1): valores expresados en mg/ 100 gr.
(2): valores expresados en mg/ 100 gr. de extracto seco.
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CAPITULO IV

DISCUSION
IV.1. Aspectos microbiolégicos.

IV.1.1. Leche.
El analisis de las tablas 1111, I11.2, ITL3, 1114, IIL5 y I11.6 pone de mani-

flesmi.") La bien conocida influencia de los métodos de ordefio y recogida de la
leche sobre la naturaleza de la flora de la misma, siendo especialmente de destacar
la elevada tasa de estafilococos en las muestras obtenidas por ordefio a mano y la
escasa cuantia de los mismos en las obtenidas por ordefio mecdnico.

2.°) Que practicamente toda la flora presente en la leche.prolifera en Agar
Elliker (incluidos los micrococos y estafilococos); parece necesario, pues, obra}r con
suma precaucién si se intenta valorar la carga de estreptacocos del grupo lactico
homofermentativo (Streptococcus lactis y Streptococcus cremoris) de la leche sobre
la base de los recuentos en este medio, como sugieren algunos autores (DEMETER,
1969).

3% Que las especies microbianas més abundantes son los estrepto.cocos ho-
mofermentativos S. lactis y S. cremoris con clara predominancia del primero. En
conjunto llegan a suponer en la leche mecanicamente ordefiada alrededor del 100 %
y en la de ordefio manual el 60-70 % de la totalidad de la flora. Es de notar la
ausencia de otros estreptococos habitualmente hallados por otros autores con mayor
frecuencia que los citados (ABD-EL-MALEK y GIBSON, 1948). ‘

4.°) Que la leche de la explotacién ganadera con que se fabricaron los quesos
experimentales carecfa practicamente de micrococos pero que la tasa de entero-
cocos es, a todos los efectos, idéntica a la de las leches de ordefio manual con que los
pequeiios fabricantes elaboran sus quesos. . B

5.9 Que la carga total de enterococos estaba constituida de do'sJunlcas es-
pecies: Streptococcus faecalis, var. liquefaciens 'y Streptococcu:s faecium en prc?-
porciones préximas a 1 : 1. Conviene hacer notar que el aislamiento de S. faec.ahs
y sus variedades en la leche es bastante frecuente pero no asi el de S. faectu'm
(ABp-EL-MALEK y GIBsoN, 1948; ScuMIDpT y LENOIR, 1972) que se halla, en cambio,
con frecuencia en el queso. . )

6.°) La presencia de una sola especie de lactobacilos, Lactobacillus plantarum
que, a todos los efectos, es el responsable de los recuentos en Agar Rogosa. La tasa
de lactobacilos en las leches examinadas supera a la encontrada por algunos autores
en estudios similares (PERRY y SHARPE, 1960; JomNs y CoLg, 1959; HiLL y
THORNTON, 1958; NAYLOR y SHARPE, 1958 a) que por otra parte suelen hallar el
L. plantarum con mucha menos frecuencia que las especies del género Leuconostoc,
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el L. brevis e incluso el Pediococcus cerevisae y el L. fermenii (PERRY y SHARPE,
1960).

Parece evidente que la tasa de lactobacilos en la leche es muy variable, como
sefialan SuARPE y MarTick (1960) y MagsITT (1961), oscilando entre menos de
1 4 106 gérmenes/ ml.

IV.1.2.  Evolucién de la flora en los quesos fabricados con leche cruda.

Los microorganismos identificados en los quesos a lo largo de la maduracién
son los mismos que los encontrados en la leche. Todos los grupos de gérmenes lac-
ticos, como los enterococos, sufren considerables incrementos durante los primeros
dias y su tasa se mantiene luego bastante estable. A lo largo del proceso madurativo
no se observan alteraciones significativas en las proporciones de S. lactis y S. cre-
moris. En este sentido, los resultados obtenidos discrepan de las observaciones efec-
tuadas por DawsoN y FEacan (1957) en el queso Cheddar. El predominio en todas
las fases, aunque no muy acusado, de S. lactis parece contradecir también las afir-
maciones de los citados autores de que en los quesos fabricados con cultivos mixtos
de S. lactis y S. cremoris, en éste Gltimo el responsable fundamental de la acidifica-
cién inicial. .

La presencia de L. plantarum como tinico representante del género Lactobacillus
en el queso tipo «Ulloa» es, en cierto modo, sorprendente ya que lo habitual es hallar
en los quesos de pasta cruda L. casei como tnico representante del género y sélo en
ocasiones, junto a otros lactobacilos, el propio L. plantarum, segiin sucede en el
queso Cheddar (PERRY y SHARPE, 1960; Davis, 1965) o en nuestro queso de «Cabra-
les» (Burcos y col., 1971).

PERrY y SHARPE (1960) observan notables variaciones en la flora pertenecien-
te al género Lactobacillus entre la leche cruda y los quesos elaborados a partir de
la misma (sin adicién de fermentos), encontrando en el queso, mucho més frecuen-
temente que en la leche, L. plantarum y L. casei. Atribuyen este hecho a la baja
tasa de lactobacilos en sus leches y a la diferente aptitud para su desarrollo en el
queso. Aunque existieran concentraciones mucho mds bajas de otros lactobacilos
en nuestras muestras de leche no es ficil que alteraran la absoluta predominancia
del L. plantarum por ser éste uno de los que més rdpidamente se desarrollan en el
queso (PERRY y SHARPE, 1960). ,

El incremento continuado del ntmero de L. plantarum a lo largo del periodo
madurativo concuerda con las observaciones de otros autores (MABBITT y ZIELINSKA,
1956; NAYLOR y SHARPE, 1958 b; Jouns y CoLE, 1959; SINGH y col., 1967) quienes
ponen de manifiesto que en el queso Cheddar aumentan rapidamente durante las
primeras 6 semanas y alcanza una tasa maxima hacia los 4-5 meses.

Los micrococos y estafilococos sufren un progresivo descenso a lo largo de la
maduracién hasta practicamente desaparecer al cabo de los 25 dias; esta observa-
ci6én confirma las efectuadas en otros quesos por ROBERTSON y PERRY (1961). Parece
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que lo habitual es un notable incremento de su tasa durante los dos primeros dias
hasta cifras del orden de 107 — 108 gérmenes/ grano y un progresivo declive a partir
de entonces (véase MaBBITT, 1961). Las cifras obtenidas por nosotros en los quesos,
al primer dia de maduracién, son de este orden.

Dada la escasa atencién prestada a la contribucién de los micrococos a la ma-
duracién del queso se desconoce la razén de este descenso, pero teniendo en cuenta
la capacidad de este tipo de microorganismos de crecer a bajas actividades de agua,
parece légico atribuir este fenémeno al descenso del pH o al antagonismo con
algin otro componente de la flora.

La tasa de enterococos, cuando su niimero se estabiliza, hacia el comienzo de
la segunda semana, es del mismo orden que la observada en los quesos Camembert
(LENOIR, 1962), Roquefort (DEvoyop, 1969) y Cheddar (CLarK y REINBOLD, 1967).
La evolucién a lo largo del proceso madurativo parece concordante con las ya viejas
observaciones de Kosikowsk1 y DAHLBERG (1948).

IV.2. Proteolisis de los quesos elaborados con leche cruda.

La tasa de nitrégeno soluble es relativamente alta desde los primeros dias y
se eleva muy considerablemente durante las dos primeras semanas, estabilizandose
luego. Al final del proceso madurativo se alcanzan valores que se encuentran dentro
del amplio rango de nitrégeno soluble hallado por otros autores en distintos tipos
de quesos como el Cheddar, Camembert, Saint Paulin, Gruyere Comté (LENOIR,
1963; JacQuET y LENOIR, 1954), cuyas tasas de nitrégeno soluble al final del pro-
ceso madurativo oscilan entre un 16 y un 40 %, excepto en los quesos excesivamente
madurados en los que puede llegar a alcanzar valores del orden de un 50 %.

También son bastante similares a las cifras halladas por estos autores, los
porcentajes que del nitrégeno soluble representa el nitrégeno no proteico, que al
final del periodo madurativo viene a ser del 40 %.

Resulta en cambio sorprendente la elevada tasa alcanzada, desde las fases
iniciales de la maduracién, por los productos de reaccién positiva frente a los reacti-
vos de Nessler y ninhidrina. Aunque los valores obtenidos no puedan, en ningiin
caso, tomsilrse como cifras precisas del nitrégeno de aminoacidos y del nitrégeno en
forma de ion amonio, (puesto que: a) el amoniaco da también reaccién positiva a la:
ninhidrina, b) la extincién por 4tomo de nitrégeno de aminoacidos y amoniaco es
muy distinta y ¢) también ofrecen reaccién positiva a la ninhidrina otros grupos
amina libre —oligopéptidos, etc— que no precipitan con &cido tricloroacético)
pueden servir, en cualquier caso, de aproximaciones muy ftiles para comparar la
evolucién de la proteolisis en los distintos quesos. Resulta muy dificil eludir, a la
vista de estas cifras y las de nitrégeno no proteico, la conclusién de que la proteoli-
sis es extensa y profunda a lo largo de todo el proceso.

Cual era de esperar en quesos artesanamente fabricados, en los que tanto la
composicién de la leche y su flora como las condiciones precisas de elaboracién
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pueden variar dentro de un rango amplio, se observan considerables diferencias in-

dividuales.

1V.3. Quesos fabricados experimentalmente en el laboratorio con leche pasterizada

y distintos fermentos.

La evolucién de la flora de los quesos experimentalmente fabricados con un
cultivo mixto, compuesto por todos los gérmenes con posible significacién en la ma-
duracién de los quesos que se habian encontrado en la leche cruda y en los quesos
de fabricacién artesana, es, en todo, similar a la observada en los quesos que se
pretendié imitar. La multiplicacién microbiana es, sin embargo, mucho més répida;
partiendo de cifras iniciales del mismo orden se alcanza, ya durante la primera
semana, una tasa que en todo tipo de recuentos es un orden de magnitud superior.
Concordantemente con este hecho, se observa un descenso mucho mdis rapido del
pH que alcanza ya valores de 5,5 (en los que se estabiliza) al cabo de un par de
semanas, en tanto que en los quesos elaborados con leche cruda el pH, al cabo del
mismo periodo de maduracién, es alrededor de media unidad de pH superior, aunque,
al final del proceso, alcance el mismo valor (5,5).

Es posible que las diferencias observadas en el comportamiento de la flora
microbiana de estos quesos, con respecto a la de los elaborados a partir de leche
cruda, puedan atribuirse al efecto estimulante del crecimiento microbiano que sobre
la leche ejerce el calentamiento (AucLAIR y PORTMAN, 1958); quizés no puedan des-
cartarse, sin embargo, otros factores, tales como la composicién quimica de la
leche y la posible ausencia, en los quesos experimentales, debido a la pasterizacién
de la leche, de algiin tipo de microorganismo con efectos inhibidores o antagénicos,
e incluso la concentracién final de ClNa alcanzada en el componente acuoso, que
no fue determinada en ninguno de los experimentos efectuados.

La evolucién de las fracciones nitrogenadas ofrece considerables diferencias
con respecto a la de los quesos elaborados con leche cruda. La comparacién de las
tablas 11112 y IIL13 y figuras IIL4 y IIL5 con la tabla IIL15 y la figura 1.7
pone de manifiesto que la solubilizacién de las caseinas es mucho més lenta en los
quesos experimentales; lo mismo puede decirse, aunque en menor extensién, con
respecto a la evolucién del nitrégeno no proteico que, sin embargo, en términos de
porcentaje sobre el nitrégeno soluble, el nitrégeno no proteico alcanza tasas mas
elevadas en estos quesos que en los fabricados con leche cruda, hasta el final de la
maduracién en que los porcentajes del nitrégeno no proteico respecto al soluble
se igualan, debido al considerable retraso con que se inicia en los quesos experimen-
tales la solubilizacién proteica.

La evolucién de los nitrégenos «aminico» y «amoniacal», expresados en tér-
minos relativos al extracto seco, es muy parecida en ambos tipos de quesos; dada
la lenta solubilizacién de la caseina, el porcentaje que su tasa representa respecto
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del nitrégeno soluble es, en cambio, mucho més alta, sobre todo durante las etapas
iniciales, en los quesos experimentales.

La proteolisis es, pues, menos extensa en estos quesos aunque de parecida pro-
fundidad a la de los fabricados a partir de leche cruda.

Parece légico atribuir estas diferencias en la marcha de la proteolisis, indudable
reflejo de la diferente actividad metabélica de la flora ya que no se establecieron
variantes con respecto a la otra fuente de proteasas (el cuajo), a las variaciones in-
troducidas en las condiciones ambientales en que tuvo lugar la maduracién, es-
pecialmente en lo que se refiere a la humedad relativa que en la maduracién de los
quesos experimentales no fue controlada; la pérdida de agua en estos quesos expe-
rimentales fue mucho maés rapida y acusada, alcanzandose, al final de la maduracién,
de extracto seco del 60 % frente a las de 45-50 % halladas en los quesos elabora-
dos en la provincia de Lugo con leche cruda. Podria argumentarse que esto no fue
obsticulo para la multiplicacién microbiana, pero debe tenerse en cuenta varias
consideraciones a este respecto; de un lado, que esta proliferacién es muy rapida
s6lo durante la primera semana, cuando el extracto seco no ha pasado todavia
de un 40 %; de otro que los efectos inhibidores de las bajas actividades de agua y
del CINa no se ejercen con igual intensidad, ni a los mismos valores de estos para-
metros, sobre la multiplicacién microbiana y cada una de las diferentes actividades
metabglicas, siendo diferentes la intensidad y el orden en que éstas se ven afec-
tadas también, segiin la especie microbiana en que se estudie (véase ScorT, 1957 e
Incram y KiTcHELL, 1967) y, finalmente, que la proteolisis medida es consecuencia
de miiltiples acciones enziméticas coordinadas, cuyos catalizadores proceden de
distintos tipos microbianos.

Los experimentos realizados fabricando experimentalmente quesos en el labo-
ratorio con cultivos constituidos por diversas combinaciones de algunos de los gér-
menes que componian el cultivo mixto completo, al que hacen referencia los pa-
rrafos precedentes, ponen de manifiesto (véase tabla 11116 y figuras I11.8 y I11.9):

1.°)  Que los estreptococos lacticos y los lactobacilos sélo producen una solu-
bilizacién muy limitada de la caseina, alcanzandose, en los quesos fabricados con
cultivos en los que no intervienen otros gérmenes, valores muy inferiores a los de
los quesos fabricados con leche cruda; parecen, en cambio, considerablemente efi-
caces en la degradacién final de los compuestos nitrogenados. En este sentido,
conviene hacer notar que el L. plantarum ofrece una actividad proteolitica minima
y que algunas cepas carecen enteramente de ella (ToURNEUR, 1972) y que es, en
realidad, muy poco lo que se conoce de la actividad proteolitica de S. lactis y S. cre-
moris, lo que se sabe permite deducir que es muy variable tanto en su extensién
como en su profundidad, dependiendo de las cepas (HEINEMMAN, 1957) y con las
condiciones culturales (WiLLIAMSON y SpECK, 1962). De otro lado, es muy proba-
ble que la totalidad de la solubilizacién proteica observada en este lote de quesos
sea debida a la accién del cuajo.
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2% Que las cepas de micrococos utilizadas, aisladas de la leche de origen
y de los quesos elaborados con ella, sin pasterizar, apenas ejercen actividad proteoli-
tica en estos quesos sugiriendo ya, que su contribucién a las caracteristicas finales
del producto es probablemente muy limitada. Esto no quiere decir, sin embargo,
que tales cepas de micrococos carezcan de actividad proteolitica; debe tenerse en
cuenta su rdpida y total desaparicién del queso en las 2-3 primeras semanas de ma-
duracién (véase tabla 111.10 y figura I11.3 y RoBERTSON y PERRY, 1961).

3.9)  Que tampoco el S. faecium contribuye a la proteolisis. De hecho, algu-
nos autores lo consideran desprovisto de actividad proteolitica (DEeiBEL, 1964)
aunque ScuMipT y LENOIR (1972) han demostrado que al menos ciertas cepas de
S. faecium poseen una proteasa endocelular, con pH 6ptimo entre 54 y 5,7. Las
tasas alcanzadas por los nitrégenos «soluble», «no proteico», «aminico» y «amonia-
cal», en los quesos que se fabricaron con cultivos mixtos de este microorganismo
y los gérmenes l4cticos, no supera, en ningin caso, a las que alcanzan los elaborados
s6lo con gérmenes lacticos.

4.°)  Que en la proteolisis del queso tipo «Ulloa» juega un papel primordial
el S. faecalis, var. liquefaciens; es en los quesos elaborados con cultivos en cuya
composicién entra, donde las fracciones nitrogenadas producto de la proteolisis
alcanzan valores més altos.

Debe hacerse notar en este sentido que siempre se ha considerado al S. faecalis
y especialmente a las cepas clasificadas como de la variedad liquefaciens el mas
proteolitico de los estreptococos del grupo D de Lancefield y el dnico provisto de
proteasas extracelulares (Scumipt y LENOIR, 1972) y que se ha demostrado también
que posee activas peptidasas (Dupani, 1950; Hokoma y SaLLE, 1958).

i
‘

IVA. Pruebas a escala semiindustrial y establecimiento del cultivo definitivo.

IV4.1. Proteolisis.

En ninguno de los quesos experimentales fabricado en el laboratorio se logré
un grado de proteolisis del mismo orden que el observado en los quesos fabricados
en origen a partir de leche cruda, lo que se atribuy6 a las distintas condiciones am-
bientales, segtin se ha dicho y razonado en el apartado anterior. Esta variante qued$
controlada en los experimentos en que se elaboraron los quesos a escala semiindus-
trial en la queseria lucense a que se refiere el apartado II1.1.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de las distintas fracciones
nitrogenadas (Tabla II1.17 y figuras II1.10 y II1.11) al final del proceso madurativo
de los mismos confirman, en lineas generales, las observaciones efectuadas en los
quesos que se fabricaron en nuestro laboratorio; demuestran la escasa contribucién
de S. faecium a la proteolisis de estos quesos y que con la combinacién de la especie
S. faecalis, var. liquefaciens y gérmenes lacticos se logra, en los quesos fabricados
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con leche pasterizada, un grado de proteolisis que es comparable, tanto en extensién
como en profundidad, a la de los elaboradores con leche cruda. Demuestran igual-
mentc a) que no existe diferencia alguna entre alaborar los quesos salando la leche
antes de cuajarla o fabricarlos, como es habitual, con leche no adicionada de sal o
introducirlos en salmuera después del prensado y b) que carece de efectos significa-
tivos la variacién, dentro de un rango amplio, del niimero de gérmenes iniciales de
S. faecalis, var. liquefaciens presente en el ingculo utilizado para la preparacién de
los cultivos «madre»; su ritmo de multiplicacién debe ser suficientemente ripido
como para alcanzar, en cualquier caso, cifras finales muy parecidas, a juzgar por
sus efectos proteoliticos. De otro lado, confirman también, de algn modo, la hipé-
tesis de que la limitada proteolisis de los quesos elaborados en el laboratorio tra-
ducia los efectos de una deshidratacién excesivamente répida y profunda durante la
maduracién.

IV4.2. Calidad organoléptica.

Que la contribucién microbiolégica fundamental a la calidad organoléptica de
este tipo de quesos es la del S. faecalis, var. liquefaciens queda plenamente demostra-
do por los resultados obtenidos al someter los quesos elaborados al jurado de ca-
tadores.

El baremo elaborado por el jurado demuestra que el atributo organoléptico mas
importante en este tipo de quesos, como probablemente en cualquier otro, es el
sabor, que, junto al olor, es por otra parte, el mas estrechamente dependiente de la
actividad microbiana. Los otros atributos considerados, color y consistencia, apenas
dependen de la flora microbiana y se hallan més estrechamente ligados a la posible
adicién de colorantes, o a la presencia de una cantidad més o menos elevada de
carotenos y otros colorantes naturales en la leche (color) o a las manipulaciones
sufridas por la cuajada (consistencia).

El examen de la tabla II1.23 pone de manifiesto la elevada puntuacién alcan-
zada, especialmente por el sabor, por aquellos quesos que fueron fabricados con
«fermentos» constituidos exclusivamente por los gérmenes lacticos y el S. faecalis,
var. liquefaciens. Debe tenerse en cuenta, a la hora de valorar estos resultados, que
el jurado estaba calificando estos quesos por contrastacién con un «queso ideal»
al que se le otorgase la puntuacién de 100 en cada uno de los atributos considerados,
de tal modo que cuando se sometié al citado jurado, sin identificacién previa, un
queso fabricado con leche cruda que habfa sido considerado por algunos de los
miembros como de calidad éptima, el atributo sabor alcanzé una puntuacién final
de 73 puntos sobre 100.

La demostracién de la contribucién del S. faecalis, var. liquefaciens a la calidad
organoléptica de un queso no puede considerarse como algo nuevo; ya hace casi
40 afios que LANE (1939) y HanseN (1937) hicieron los primeros ensayos tendentes
a la incorporacién de este tipo de gérmenes a los «fermentos» de algunos quesos,
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ensayos que fueron continuados mds adelante por TITTSLER y col. (1948); DAHLBERG
y Kosikowskr (1948); Deanke (1951), etc. El interés por la contribucién de los en-
terococos al sabor de los quesos se ha prolongado hasta nuestros dias (Kurman,
1966 y 1968; ScuMipT y LENOIR, 1972).

En la misma linea que las observaciones de los autores citados respecto a
otros quesos extranjeros, nuestras experiencias dejan pocas dudas respecto a que el
principal responsable de la calidad organoléptica del queso tipo «Ulloa», fabricado
con leche cruda, es el S. faecalis, var. liquefaciens y que si se quiere fabricar un
queso similar con leche pasterizada es necesario incorporar cepas, como la aislada

por nosotros, al «fermento» usado.

Los higienistas de los alimentos pondran, sin duda, serias objeciones a su em-
pleo, basdndose en dos tipos de consideraciones:

a) Los estreptococos fecales tienen por habitat natural el tracto intestinal del
hombre y los animales. Su frecuente presencia en los alimentos (carne, GREENBERG,
1965; vegetales, MunpT, 1963; salchichas, N1ven, 1963) suele ser considerada como
indice de una defectuosa calidad higiénica y existe una clara tendencia a conside-
rarlos como indicadores de calidad sanitaria (sobre todo en los alimentos congela-
dos, debido a que los enterococos ofrecen una mayor resistencia a la congelacién que
los indicadores habituales, gérmenes coliformes, CHRISTOPHERSEN, 1968).

b) El carédcter potencialmente patégeno que a los enterococos se ha atribuido.

Sin embargo, si juzgamos su caricter patégeno por su actividad hemolitica
hay que tener en cuenta que sélo la variedad zymogenes de S. faecalis y algunas
cepas de S. durans son B-hemoliticas y que la variedad liquefaciens de S. faecalis
solamente produce hemolisis 7, lo mismo que S. lactis y S. cremoris (HALLMAN,
1961), dos estreptococos lacticos de empleo frecuentisimo e indiscutible en las in-
dustrias lacteas.

A mayor abundamiento, las cepas de S. faecalis, var. liquefaciens que, como
la por nosotros usada, han sido aisladas de los productos lacteos carecen de poder
hemolitico (ScumipT y LENOIR, 1972). Es evidente que desde este punto de vista
no puede juzgarse con igual severidad al S. faecalis, var. liquefaciens que al
S. faecium ( a -hemolitico) o al S. durans (B-hemolitico) (HaLLMAN, 1961).

Las especuiaciones sobre el cardcter patégeno de los enterococos se basan,
ademds, en otro tipo de experiencias: la investigacién de brotes de intoxicaciones
alimentarias y los intentos de reproducir experimentalmente los sintomas de la
toxiinfeccién mediante la administracién de cultivos vivos del germen o de filtra-
dos de los mismos. Son muy numerosos los brotes de intoxicacién en los que una
investigacién microbiolégica ha conducido a la deteccién, en el alimento implicado,
de algtin enterococo (véase, por ejemplo, la recoPilacién de SuatToCK —1964—),
S. faecalis entre ellos. Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que en las investiga-
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ciones epidemiolégicas media siempre un considerable periodo de tiempo entre la
presentacién de los sintomas clinicos de intoxicacién y el examen de los alimentos
sospechosos y que durante este periodo pueden proliferar abundantemente los en-
terococos y tal vez enmascarar la causa real de la intoxicacién. De hecho, no puede
seriamente incriminarse a un microorganismo como responsable de una intoxica-
cién alimentaria, en tanto no se descubra en el alimento su correspondiente toxina
y, que el autor sepa, pese a los intentos que se han hecho, nadie ha sido capaz de
demostrar la produccién de tal toxina por los enterococos. GoNsaLus y BELLAMY
(1944) primero, y mis tarde HUFFER y col. (1950) y DacrE (1953) sugirieron, tras
el examen de las caracteristicas metabélicas de una serie de cepas de S. faecalis a las
que se habia responsabilizado de unos brotes de intoxicaciones alimentarias, que el
agente téxico de estos microorganismos pudiera ser la tiramina producida por des-
carboxilacién de la tirosina. Esta sugerencia tiene pocos visos de verosimilitud si
se tiene en cuenta (Dack y col., 1949) que ni la ingestién, por persona, de hasta un
gramo de este compuesto produce sintoma alguno de intoxicacién y que SHATTOCK
(1949) encontré la cepa de S. faecalis con mayor actividad tirosina descarboxilasa
en grandes cantidades en un queso cuyo consumo no habia producido sintomas de
intoxicacién.

Las investigaciones en que se ha intentado reproducir experimentalmente la
intoxicacién por ingestién de cultivos de enterococos o sus filtrados no han tenido
més que un éxito limitado, logrado casi siempre en animales, especialmente sensi-
bles como los gatos (HARTMAN y col., 1965 y BryAN, 1969). De acuerdo con las ex-
periencias de CARry y col. (1938) que utilizaron para ellas enterococos « -hemoliticos,
la ingestién de filtrados de cultivos no causa problema alguno y sélo tras el consumo
de cultivos vivos puede, en algin caso, producir sintomas clinicos de toxiinfeccién.

Las experiencias mas recientes de OsLER y col. (1948) en las que unos cuan-
tos voluntarios ingirieron cultivos de cepas de S. faecalis de distinta procedencia
dieron resultados que pueden considerarse demostrativos de la falta de carécter
patégeno de estos microorganismos. Lo mismo puede decirse de los estudios de
BurTiaux (1956) y DEBEL (1960) que fueron incapaces de provocar sintoma al-
guno de trastornos gastrointestinales o de otra naturaleza, tras la ingestién por vo-
luntarios de cultivos vivos, en medio de muy diversa naturaleza, de S. faecalis y
S. faectum.

Quizds, sin embargo, la prueba mas concluyente del escaso o nulo riesgo que
su presencia en los alimentos pueda originar sea su frecuentisima abundancia en
cantidades exorbitantes en los mas diversos alimentos, sin que su consumo se tra-
duzca en trastorno de algiin tipo.

IV.5.  Aminodcidos libres en el queso tipo «Ulloa».

La semejanza entre los quesos fabricados con leche cruda y los elaborados con
leche pasterizada y el fermento constituido por S. lactis, S. cremoris, L. plantarum
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y S. faecalis, var. liquefaciens queda confirmado, desde un punto de vista quimico,
por los resultados recogidos en la tabla II1.24, en la que puede apreciarse la simili-
tud de los valores de nitrégeno total soluble en etanol del 92 %. Esta tabla demues-
tra también, en cierto modo, que la proteolisis en los quesos fabricados con leche
pasterizada y el cultivo con S. faecalis, var. liquefaciens es algo mas profunda,
dado que la tasa de aminoécidos libres es alrededor de un 150 % de la de los que-
sos elaborados con leche cruda, en tanto que las cifras de nitrégeno peptidico soluble
en etanol del 92 % de uno y otro queso guarda una relacién inversa a la anterior.

El anélisis de la tabla IIL.25 que recoge los aminodcidos libres de la cuajada
y ambos tipos de quesos pone de manifiesto:

1.°) La ausencia de 4cido aspartico en ambos tipos de quesos pese a su pre-
sencia inicial en la cuajada, explicable si se tiene en cuenta, entre otros factores
posibles, elevado cociente de transaminacién de este aminodcido con el 4cido
a-cetoglutérico, en los quesos (SCHORMULLER y GELLRICH, 1956).

2.°) La escasa tasa alcanzada por la serina y treonina en el queso fabricado
con leche cruda, con respecto a la alcanzada en la cuajada y el queso fabricado con
leche pasterizada. En este sentido parece oportuno sefialar, de un lado, que se ha
demostrado (Lusiani y col., 1971) que S. faecalis, var. liquefaciens produce a
partir de las proteinas lacteas que los demds estreptococos por ellos estudiados y
de otro que frente al S. faecium, el S. faecalis es mucho més activo en la degradacién
de la serina que desamina a piruvato (DEIBEL y NIVEN, 1960),. Se desconoce en qué
medida las diferencias observadas en la tasa de este aminodcido responden al dife-
rente grado alcanzado por la actividad de estas rutas en las dos especies citadas y
en cual, a la posible accién de otros gérmenes presentes, sin duda, en los quesos
fabricados con leche cruda.

3.9)  El menor aumento de la tasa de dcido glutdmico en el queso elaborado
con leche cruda, comparado con el queso fabricado a partir de leche pasterizada
en el que alcanza un valor triple al de la cuajada, probable reflejo, mas que otra
cosa, de la diferente tasa de actividad « -cetoglutdrico transaminasa en la flora de
ambos quesos.

4.°) La ausencia de prolina tanto en la cuajada como en el queso fabricado
con leche cruda frente a una tasa relativamente considerable en el queso elaborado
con leche pasterizada. Tal vez la explicacién de la baja tasa de prolina en ambos
quesos se halle en que el S. faecalis carece de actividad prolinasa y prolidasa y los
estreptococos lactis y cremoris ofrecen actividades muy escasas de esta naturaleza
(Lusiant y col. 1971).

5.9) La escasa tasa de cistina en ambos quesos, sobre todo, en el fabricado
con leche pasterizada en el que solamente se detectan indicios; este aminoacido
suele faltar en los quesos madurados por bacterias (AL, 1960; REITER y SHARPE,
1971).

6.°) En ambos quesos la leucina e isoleucina se hallan entre los aminoacidos
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més abundantes, sufriendo la isoleucina grandes aumentos respecto a la cuajada
Estos resultados son similares a los observados en otros quesos: Edam (ALt 1960),
Cabrales (SaLa y Burcos, 1972), Provolone (Harper y Lone, 1956), Romano
(Lonc y HarPER, 1956). Es, de acuerdo con Lusiani y col. (1971), el aminoécido
que S. faecalis produce en mayor abundancia a partir de la leche y segiin
ScHoRMULLER y GELLRICH (1956) no sufre transaminacién con el 4cido  -ceto-
glutérico.

7.%) Las tasas alcanzadas por la tirosina en ambos quesos son sumamente
similares y apenas representan incrementos sobre el nivel alcanzado en la cuajada,
lo que ofrece cierto interés habida cuenta que se postula una alta actividad descar-
boxilasa para el S. faecalis (GunsaLus y BeLLamy, 1944; HUFFER y col. 1950;
Dacre, 1953).

8) Otro de los aminoicidos mas abundantes es la fenilalanina (en ambos
tipos de quesos), especialmente en el queso elaborado con leche cruda, al igual que
ocurre en quesos similares (REITER y SHARPE, 1971; ALl 1960). En ocasiones se
ha sugerido que S. faecalis posee actividad fenilalaninadescarboxilasa (McGILVERY
y Conn, 1948), pero las experiencias de DEBEL (1964) demuestran que cuando
existe es minima comparada, por ejemplo, con la tiramina descarboxilasa.

9.%)  La histidina, ausente en el queso fabricado con leche cruda y en la cuaja-
da y, generalmente, no hallada en este tipo de quesos madurados por bacterias,
alcanza una de las tasas més altas en el queso elaborado con el cultivo que contenia
S. faecalis, var. liquefaciens. LoNc y HARPER (1953) sugirieron que este aminodcido
podria tener resultados desfavorables sobre el sabor de los quesos Provolone y
Cheddar; HiNTz y col. (1956) hacen la misma observacién con respecto al queso
suizo, pero las cifras por ellos alcanzadas en los quesos de sabor anémalo son
mucho més elevadas que las aqui logradas. LoNc y HarpER (1956), en el queso
Romano, encuentran este aminoicido como mayoritario, junto con la leucina.
Se desconoce cuél pueda ser la causa de la baja tasa alcanzada por este aminoécido
en el queso fabricado con leche cruda, ya que de acuerdo con Lusiani y col.,
(1971) tanto el S. cremoris y S. lactis como S. faecalis son capaces de liberarlo a
partir de las proteinas de la leche.

10.°)  Considerable interés puede tener el diferente nivel alcanzado por la
arginina en ambos tipos de quesos, que es unas cuatro veces mads alto en el elabo-
rado a partir de leche pasterizada, dado que ciertos autores lo han considerado
responsable de la adquisicién por parte del queso de un sabor amargo (véase
ScHORMULLER, 1968). Sin embargo la tasa alcanzada se encuentra muy por debajo
de la citada por otros autores (REITER y SHARPE, 1971) para quesos elaborados
con leche pasterizada y sin la participacién de enterococos.

Dado que S. faecalis apenas libera arginina en las proteinas de la leche, lo
mismo que S. lactis y S. cremoris y que los quesos en cuya maduracién participa
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L. plantarum tienen sabor ligeramente amargo, lo mismo que el citado amino4cido,
es probable que en el actimulo de arginina esté implicado el L. plantarum.

IV.6. Composicién lipidica.

La técnica fisica de extraccién descrita por ScarpELLINO y Kosikowsk1 (1961)
resulta, en nuestras experiencias, en un rendimiento (21,41 %) muy inferior al por
ellos sefialado (60 %). Sin embargo, con la combinacién de los métodos fisico y
quimico se ha logrado en este trabajo un rendimiento (aproximadamente del
80 %) que puede considerarse como muy alto dadas las dificultades que la ex-
traccién de la grasa del queso presenta.

El examen de las tablas I11.28 y I11.29 y de las figuras 111.19, 111.20 y II1.41
pone de manifiesto que no existen diferencias cualitativas ni cuantitativas fundamen-
tales entre la naturaleza de los lipidos extraidos por el procedimiento fisico y los
que permanecieron adheridos a las particulas de caseina y sélo se extrajeron con
disolventes.

A la misma conclusién se llega en las cuantificaciones de los componentes de
la fraccién lipidos apolares de ambos extractos procedentes de los quesos fabricados
con leche pasterizada (tabla I11.36). Tampoco en la composicién porcentual de los
dcidos grasos libres y de los triglicéridos se observan diferencias dignas de especial
mencién entre los extractos fisicos y quimicos; a este respecto cabe sefialar solamente
la mayor proporcién en que se encuentra el C-10 y el C-12 del extracto quimico de la
fraccién 4cidos grasos libres (el C-10 no se detecta en el extremo fisico), pero hay
que hacer notar, de un lado, que son 4cidos grasos poco abundantes y de otro que
es probable que el método de extraccién fisica haya resultado en el arrastre de una
proporcién considerable de los dcidos de cadena corta con el agua caliente (48°C)
utilizada para la separacién de la fase grasa.

Del anélisis de las tablas II1.54, II1.55, II1.56 y I11.57, que muestran la com-
posicién de los lipidos polares de los extractos fisicos y quimico de ambos quesos,
se deduce que las diferencias entre ambos extractos son minimas también a este
respecto.

1IV.6.1. Componentes lipidicos apolares.

Tanto en ambos tipos de quesos como en la cuajada se han identificado los si-
guientes componentes apolares: triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, acidos
grasos libres, colesterol e hidrocarburos. Como en otros tipos de quesos (Fusisaiva
y col., 1970; Nakanisu1 y Kaya, 1971), el total de lipidos apolares constituyen al-
rededor del 99 % de la materia grasa; en la cuajada, este porcentaje se halla lige-
ramente disminuido, elevdndose los lipidos polares a un 1,47 % del total de lipidos,
evidentemente por la degradacién, en gran parte, de algunos de los componentes de
la fraccién lipidos polares durante la maduracién.
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Tanto en los quesos como en la cuajada, la mayor parte de los lipidos «neutros»
(tabla II1.35) estd, como en la leche, constituida por triglicéridos. Si bien el porcen-
taje que estos representan en la cuajada es algo mas alto (86 %) que en los quesos
(80,95 y 80,50 %), estas diferencias parecen, en gran parte, debidas al proceso
lipolitico, dado que la suma de monoglicéridos, diglicéridos y acidos grasos libres
en los quesos es considerablemente més alta que en la cuajada, pero hay que tener
en cuenta también que la recuperacién en el conjunto de los sistemas cromatograficos
utilizados para la purificacién de los lipidos apolares es superior en la cuajada (100,
70 %) que en los quesos (97,42 y 97,15). Podria suponerse que estas diferencias
en el porcentaje de recuperacién fueran debidas a la existencia de algunos compo-
nentes no cuantificados en la fraccién insaponificables; sin embargo, el porcentaje
de insaponificables es en todas las muestras (cuajada y quesos) sumamente parecido
oscilando en torno al 5 %.

La accién de las lipasas durante el proceso madurativo se refleja en un incre-
mento del porcentaje, sobre los lipidos totales, representado por los diglicéridos en
el queso fabricado con leche pasterizada, los monoglicéridos en los fabricados con
leche cruda y los 4cidos grasos libres en ambos tipos de quesos, especialmente en
el fabricado a partir de leche pasterizada. El esquema lipolitico parece, sin embar-
go, distinto en ambos tipos de quesos; en el fabricado con leche pasterizada, parece
afectar a un niimero mas elevado de moléculas de triglicéridos aunque limitado
con mayor frecuencia a sélo uno de sus enlaces éster. En cualquier caso, la superior
intensidad lipolitica del conjunto de microorganismos participantes en la madura-
cién del queso fabricado con leche pasterizada se traduce en un mayor incremento
de la fraccién 4cidos grasos libres.

Las cifras de 4cidos grasos libres son, en todos los casos (Tablas IT1.31, bis y
I11.35) considerablemente mas bajas que las dadas por Fujisuima y col. (1970) para
el queso Gouda y como era de esperar muy inferiores también que las halladas por
otros autores en los quesos azules (ANDERSON y Day, 1965) pero del mismo orden
que las encontradas en los quesos Feta (EFTHYMIOU, 1967) y en el suizo (LANGLER
y Day, 1966) y Cheddar (BiLLs y DAy, 1964). Dada la técnica por nosotros empleada
encaminada a un conocimiento global de los lipidos del queso «Ulloa», es de esperar
que no se contabilicen en los valores % de acidos grasos libres sobre el total de
lipidos, los de cadena corta, como tampoco lo hacen en la tabla II1.31. bis, pero
debe tenerse en cuenta que los 4dcidos grasos libres mayoritarios en todos los quesos
son los de 16 y 18 4tomos de carbono, por lo que no parece que nuestras cifras
puedan desviarse mucho del porcentaje real que los acidos grasos libres representan
del total de los lipidos.

También es mucho mas baja que la dada por Fujisuima y col. (1970), la tasa
alcanzada por el colesterol, tnico esterol identificado que decrece ligeramente en
la maduracién pero que en cualquier caso se aproxima mucho, en nuestras experien-
cias, a la admitida como normal en la leche (Kurtz, 1965). Era de esperar este li-
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gero descenso en la cifra de colesterol dado que no es sintetizado, pero posiblemente
si utilizado por los microorganismos. Desde este punto de vista, las cifras de Fujisiir-
MA y col. (1970) deben ser miradas con ciertas dudas, a menos que la leche utili-
zada para la fabricacién de los quesos por ellos analizados fuera mas rica en coles-
terol de los que es habitual.

La tasa de hidrocarburos es, practicamente, idéntica en las muestras de cuajada
y ambos quesos. Las cifras por nosotros obtenidas son bastante mas elevadas que
las dadas como escualeno por Kurtz (1965) para la leche. Tal vez la razén de la
discrepancia entre estas cifras radique més que en auténticas diferencias de compo-
sicién, en los métodos de anélisis. Nuestros valores fueron, sin embargo, confirma-
dos por los resultados obtenidos por cromatografia en columna de alimina, Brokman
grado I, a partir del extracto insaponificable, considerando como hidrocarburos
las sustancias eluidas con éter de petréleo.

IV.6.2.  Composicion en dcidos grasos de los lipidos apolares.

Los 4cidos grasos mas abundantes en todos los glicéridos del queso «Ulloa»,
parecen ser C-16, C-18: 1, C-14, C-18, C-18: 2 y C-16: 1; en los diglicéridos de la
cuajada y del queso fabricado con leche psterizada abunda también el C-9 y en
los diglicéridos de ambos quesos el C-10, dcidos grasos habitualmente muy escasos
en la leche y que apenas hemos detectado en los triglicéridos del queso.

Comparando la composicién porcentual en dcidos grasos de cada una de las
fracciones de lipidos apolares de la cuajada y ambos tipos de quesos puede obser-
varse, entre otras, las siguientes diferencias:

1) Diglicéridos (tabla II1.33): en la fraccién diglicéridos, el C-9 presente
s6lo en trazas en el queso elaborado con leche cruda, alcanza casi un 10 %, en
términos de peso, en el elaborado con leche pasterizada; en este queso, también
se duplica en la fraccién diglicéridos la tasa del C-10, que alcanza valores casi
20 veces superiores a los de la cuajada. De hecho se convierte el segundo en abundan-
cia siguiendo de cerca al C-16.

En ambos quesos se observa, en esta fraccién, un considerable incremento, con
respecto a la cuajada, de la tasa de C-12 y C-14 y un acusado descenso del C-14:
2y C-16: 1y la total desaparicién de C-17 y C-18: 2.

El porcentaje que en esta fraccién alcanza el C-18: 1 es bastante mas elevado
en el que es elaborado con leche cruda que en el fabricado con leche pasterizada;
en el primero aumenta con respecto a la cuajada y en el segundo diSminuye acu-
sadamente.

2.°)  Monoglicéridos (tabla I11.34): en esta fraccién sélo aparece C-8 en los
quesos fabricados con leche pasterizada, en los que es también mucho mas abundan-
te el C.9; por el contrario, el C-10, que en la fraccién diglicéridos era el segundo en
importancia, en este queso, alcanza valores minimos mucho mas bajos que en el
queso fabricado con leche cruda y en la cuajada. El C-12, C-14 y C-14: 2 son tam.
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bién bastante mas escasos en los quesos fabricados con leche pasterizada que en
la cuajada y en los elaborados con leche cruda.

En ambos quesos se observa una tasa mis baja que en la cuajada del muy
mayoritario C-16, y més alta, en cambio, de los 4cidos C-18 y C-18: 1; este tiltimo,
al igual que el C-18: 2 alcanza porcentajes acusadamente superiores en el queso
elaborado con leche pasterizada; de hecho, en la fraccién monoglicéridos de los
quesos elaborados con leche pasterizada, tanto el C-18: 1 como el C-16 representan
individualmente alrededor de 1/3 del total de 4cidos grasos.

3.°) Acidos grasos libres (tabla II1.31): las diferencias en la composicién
porcentual de la fraccién acidos grasos libres procedentes de la cuajada y ambos
tipos de quesos son muy poco acusadas. Las més destacables son la mayor abun-
dancia en los quesos que en la cuajada de los 4cidos C-10, C-12, C-16 y C-18: 3 y
la ausencia de C-8 en los quesos.

4.%) Triglicéridos (tabla II1.32): las diferencias en la composicién en 4cidos
grasos de los triglicéridos de los dos quesos son minimas, pero si se observan algu-
nas con respecto a la cuajada; las més notables son la mayor abundancia en los
quesos del C-16 y C-18: 1 y el menor porcentaje que representa el C-14, que en los
quesos se reduce a la mitad del que alcanza en los triglicéridos de la cuajada.

Comparando la composicién en 4cidos grasos de las distintas fracciones de la
cuajada por un lado y de cada queso por el otro, se observa que los acidos grasos
de C-4 4 C-7 solamente se detectan en los triglicéridos, debido, sin duda, a que dada
la baja proporcién de estos dcidos grasos respecto al total y al casi absoluto predo-
minio de los triglicéridos sobre los demds componentes, es més facil obtener una
muestra purificada mas concentrada y trabajar a atenuaciones que no es posible
utilizar con las muestras pro dentes de los monoglicéridos y diglicéridos; es pro-
bable, por ello, que el cromatégrafo no haya detectado, en estas dos iltimas frac-
ciones, las pequefias cantidades de 4cidos grasos de bajo niimero de atomos de
carbono.

Las diferencias mas claras observadas en el resto de los 4cidos grasos de las
distintas fracciones de la cuajada son: 1.°) la mayor abundancia en los triglicéridos
que en el resto de las fracciones de los acidos grasos C-10, C-12 y C-14. 2.°) el menor
porcentaje, en esta fraccién, de los dcidos grasos C-18: 1 y C-18: 2; el porcentaje de
C-18: 1 en la fraccién 4cidos grasos libres es doble que en los triglicéridos, en los
diglicéridos y monoglicéridos es 1,18 y 1,37 veces respectivamente mayor que el
alcanzado en los triglicéridos. 3.%) EI C-14: 2 y el C-16: 1 de los diglicéridos alcanzan
valores que representan el doble de los que se obtienen en las demds fracciones.
4.%) Algo similar ocurre con el C-18 de los 4cidos grasos libres. 5.%) El C-16, el
més abundante en todas las fracciones, alcanza tasas més altas en los monoglicé-
-idos y diglicéridos donde representa alrededor del 43 y el 34 %, respectivamente,
frente al 32 % en que se encuentra en los triglicéridos y el 28 % en la fraccién

acidos grasos libres.

En el queso fabricado con leche cruda las diferencias existentes entre los acidos
grasos de las cuatro fracciones son menores, sobre todo entre los que tienen un
niimero par de dtomos de carbono (que son los que se encuentran en mayor pro-
porcion); a este respecto, cabe destacar: 1.%) la baja tasa que el C-10 alcanza en la
fraccién 4cidos grasos libres y la alta concentracién lograda en los diglicéridos, en
los que representa un 10 %. 2.°) Que el C-14 abunda también mas en los diglicéridos
que en el resto de las fracciones. 3.°) la casi total desaparicién en los diglicéridos
de los 4cidos C-14: 2, C-15 y C-18: 2. 4.%) No se detectan o solamente se obtienen
indicios en los diglicéridos y monoglicéridos del C-13, C-14: 1 y C-18: 3.

En el queso fabricado con leche pasterizada destaca: 1.°) la mucha mayor abun-
dancia (de 10 a 20 veces) del C-10 en los diglicéridos que en los acidos grasos libres,
triglicéridos y monoglicéridos. 2.°) En los monoglicéridos son mucho mds escasos
que en las demds fracciones los C-10, C-12 y C-14 y abundan, en cambio, més que
en ellas el C-18: 1 y el C-18: 2. 3.°) En los triglicéridos, el porcentaje de C-16 es
considerablemente més alto que en las demas fracciones, que es, sin embargo, el
acido graso més abundante en todas ellas.

Se esperaba que un anilisis de esta naturaleza pudiera indicar los cambios mas
importantes por los que transcurren las transformaciones de los lipidos en estos
quesos (muy especialmente la lipolisis). Teéricamente, la abundancia de los 4cidos
grasos més facilmente escindidos de los triglicéridos por las lipasas debiera ser
menor en los monoglicéridos y diglicéridos que en los triglicéridos y mayor, en
cambio, en los 4cidos grasos libres. También deberia observarse un enriqueci-
miento del porcentaje de estos &cidos en la fraccién acidos grasos libres de los
quesos con respecto a la misma fraccién de la cuajada y un empobrecimiento de los
mismos en los mono y diglicéridos del queso, respecto a su contraparte de la
cuajada.

Los datos obtenidos no encajan, sin embargo, dentro de un esquema de esta
naturaleza y no permiten, por ello, sacar conclusiones respecto a la marcha del pro-
ceso lipolitico; lo que, por otro lado, no es demasiado sorprendente si se tienen en
cuenta las complejas transformaciones que los 4cidos grasos libres pueden sufrir y
la contribucién de los fosfolipidos al incremento, por lipolisis, de los dcidos grasos
libres.

Mis esclarecedores resultan, a este objeto, los datos recogidos en las tablas
I11.31, bis; I11.32, bis; II1.33, bis y 111.34, bis, calculados teniendo en cuenta el
peso molecular medio de los 4cidos grasos de cada fraccién y expresados en término
de peso de los 4cidos grasos que serfan liberados por hidrélisis a partir de los
correspondientes glicéridos.

Del estudio de estas tablas se deduce que todos los 4cidos grasos de la fraccién
dcidos grasos libres han aumentado en los quesos con respecto a la cuajada, en
términos absolutos, y que el incremento es, también en todos los dcidos, mas acusado
en el queso fabricado con leche pasterizada, salvo en los que se refiere al C-18: 2 y

—387—



C-18: 3 que han aumentado miés en el queso fabricado con leche cruda. Los que
han sufrido mayor incremento (en ambos quesos), en términos absolutos (mg/ex-
tracto seco), son los siguientes y en el orden en que se citan: C-16, C-18: 1, C-14,
C-18,C-12y C-16: 1.

En los mismos términos, en la fraccién triglicéridos se han producido consi-
derables descensos, durante la maduracién, de los acidos grasos C-4, C.5, C-6, C.9,
C-12, C-14, C-14: 2, C-16: 2 y C-19 que en mg/ 100 gr de extracto seco alcanzan los
siguientes valores: queso elaborado con leche cruda, 108, 162, 257, 180, 638, 3432,
165, 56, 347 y 17, respectivamente; queso fabricado a partir de leche pasterizada:
692, 212, 371, 191, 463, 3412, 125, 72 y 347. Han aumentado, en cambio, en la
fraccién triglicéridos el C-14: 1, C-16, C-18, C-18: 1 y C-18: 3 en la siguiente cuantia
y en los mismos términos (mg/100 gr extracto seco): queso elaborado con leche
cruda 169, 1274, 239, 2786 y 79, respectivamente; queso fabricado con leche pas-
terizada: 159. 1552, 189, 1567, 101, también respectivamente. El C-16: 1 aumenta,
en esta fraccién, en el queso elaborado con leche cruda 147 mg/100 gr de extracto
seco y disminuye en el fabricado con leche pasterizada 108 mg/100 gr. de extracto
seco. El C-18: 2 disminuye en el fabricado con leche cruda 17 mg/100 gr. de ex-
tracto seco y aumenta en el elaborado con leche pasterizada 108 mg/100 gr. ex-
tracto seco.

En los diglicéridos aumentan, sobre todo, el C-10 (150 y 370 mg/100 gr.
extracto seco en los quesos fabricados con leche cruda y pasterizada respectivamen-
te), el C-12 (71 y 124 mg en idénticos términos y orden) el C-14 (98 y 181 mg. idem),
el C-16 (148 y 144 mg. idem), el C-18 (86 y 92 mg. idem) y el C-18: 1 (95 y 17 mg.
idem) y disminuyen el C-12: 1 (14,5 mg/100 gr. extracto seco en ambos quesos),
el C-14: 2 (57,9 y 45 mg/100 gr. extracto seco en los quesos elaborados con leche
cruda y pasterizada, respectivamente), el C-16: 1 (69 y 107 mg. idem), el C-17 (38,4
y 38,4 mg idem) y C-18: 2 (33,8 y 33,8 mg idem).

En los monoglicéridos, aumentan en el queso fabricado con leche cruda y
descienden en el elaborado con leche pasterizada en la cuantia que se expresa
(mg/100 gr. extracto seco) los siguientes dcidos grasos: C-10 (41 y 17), C-12
(18 y9), C-14 (8 y 50), C-14: 2 (21 y 20) y C-16: 2 (34 y 13); disminuyen en ambos
quesos el C-12: 1 (1,5 y 1,6 mg. queso fabricado con leche cruda y pasterizada,
respectivamente), C-12: 2 (6 y 9 idem), C-13 (3,1 y 3,1 mg idem), C-16 (26 y
120 mg. idem), C-16: 1 (10 y 19 mg idem) y C-17 (2 y 13 mg idem); aumentan
C-18 (86 y 21 mg idem), C-18: 1 (89 y 41 mg idem) y C-18: 2 (7 y 84 mg idem).

De donde se deduce que, aparte de la contribucién que a la fraccién acidos
grasos libres tengan las degradaciones habidas en los lipidos polares, el C-16 debe
proceder de transformaciones sufridas por otroa &cidos grasos, escindidos de los
glicéridos; lo mismo puede decirse de C-18: 1, C-18: 2 y, probablemente, C-18: 3.

Parece muy probable, a juzgar por las pérdidas sufridas por los dcidos grasos
de los triglicéridos y diglicéridos que el més afectado por las lipasas actuantes

—388—

(y utilizado para su conversién en los 4cidos grasos C-16, C-18: 1, C-18: 2 y, proba-
blemente, C-18: 3, que aumentan tanto en la fraccién acidos grasos libres como en
los triglicéridos y C-14: 1 y C-18 que sufren un considerable incremento en los tri-
glicéridos, al término de la maduracién) sea el C-14, y en menor cuantia, el C-12,
C-9 y los de cadena mas corta.

Del anilisis de las tablas I11.32 y II1.32, bis; I11.33 y IIL.33, bis; 11134 y
IT1.34, bis, se deduce también que durante la maduracién disminuye el grado de
saturacién de los lipidos apolares.

IV.6.3. Componentes lipidicos polares.

El conjunto de lipidos polares (fraccién eluida con metanol de la columna de
acido silicico-celita 1/1 cuando no se introduce la etapa intermedia acetona) al-
canza cifras més elevadas en la cuajada que en los quesos. Puede decirse que en el
curso de la breve maduracién de este queso desaparece alrededor de un 30 % de
esta fraccion.

La cifra global de lipidos polares se aproxima a las observadas en diversos
quesos por NakanisHI y Kaya (1971) y es considerablemente superior a las ob-
tenidas por UMEMOTO y SAT0 (1973) en el Cheddar.

En todos los casos, la fraccién de lipidos polares esti constituida por lecitina,
fosfatidiletanolamina, cerebrésidos, glicosilglicéridos y esfingomielina; en la cua- -
jada se detectan también indicios de lisofosfatidiletanolamina que no se evidencian
en los quesos. El componente més abundante es, en todos los quesos, la lecitina
(entre 1/2 y 1/4 del total de lipidos polares) seguida de la fosfatidiletanolamina;
el més escaso es la esfingomielina. No se han detectado, en cambio, el resto de los
12 componentes de esta fraccién que FujisHiMa y col. (1970) aislan en el queso
Gouda, o de los 8 que hallan Nakanisui y Naya (1971) en el queso Cheddar.
Particularmente relevante parece ser la ausencia, ya en la cuajada, de fosfatidilserina
y fosfatidilinositol que en la leche de vaca alcanzan cifras superiores a la fosfatidil-
colina (RuoDES y LEA, 1958; KuzpzaL-Savoig, 1971).

UMEMOTO y SATO (1973) presentan datos de experimentos de cromatografias
en 4cido silicico que sugieren que, en el queso Cheddar se hallan presentes no menos
de tres glicolipidos distintos y asi lo afirman. Esta interpretacién no concuerda, sin
embargo, con los datos por ellos obtenidos en las cromatografias en ldmina fina
donde todas las fracciones, incluidas las de los presuntos glicolipidos, dan reaccién
positiva al fésforo. En cualquier caso, sus datos no permiten deducir si se tratan de
cerebrésidos (de los que se conocen dos en la leche: ceramida glucosido y ceramida-
glucosilgalactésido —véase MorrisoN y col., 1965; Fusino y col., 1969; Morrison
y Hay, 1970—) glicosilglicéridos, o acilglicosas.

Que nosotros sepamos es ésta la primera vez que se pone de manifiesto la
presencia en un producto lacteo de un glicosilglicérido y se aclara su estructura.
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La relacién molar glucosa/glicerol deja pocas dudas al respecto; debe tratarse
de un compuesto con la siguiente estructura.

0
Il

CH,—O0—C—R

0
Il
CH —0—C—R

CH20 — glucosa — glucosa

Se desconoce por el momento el hidroxilo de la primera molécula de glucosa
que participa en el enlace glucosilglucésido, que puede ser 1-4, 1-6 6 1-2 (véase
Suaw y BADDLEY, 1968).

Llama, en cierto sentido, la atencién la ausencia, en este glicolipido, de galac-
tosa, monosacérido presente en el Gnico dihexosido conocido en la leche. Parece
pertinente recordar a este respecto que en los cerebrésidos detectados por nosotros
en el queso y la cuajada tampoco se encuentra mds hidrato de carbono que la
glucosa.

Por el momento, se desconoce el origen de este producto: aunque no se han
publicado datos respecto a su presencia en la leche, es dudosa otra procedencia, dado
que se encuentra ya en la cuajada y en concentraciones similares a las halladas en los
quesos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que es uno de los componentes de la
fraccion lipidica de S. faecalis (VorBECK, 1965) y de L. plantarum (Suaw y BApDLEY,
1968).

El anilisis de la tabla I11.58 pone de manifiesto un descenso relativamente
acusado respecto a la leche y a la cuajada (del porcentaje relativo al total de lipidos)
de la lecitina en los quesos fabricados con leche cruda. Pronunciadamente mas acu-
sado es el descenso del % de la fosfatidiletanolamina, con respecto a los lipidos
totales, en los quesos, de un modo muy similar en ambos, al igual que ocurre con
los cerebrésidos. En cambio, no se observan variaciones tan notables, respecto a
la cuajada, en los porcentajes que representan la esfingomielina y los glicosilgli-
céridos.

Sin embargo, si se consideran los contenidos en exiracto seco, puede observarse
un acusado descenso de alrededor de 1/3 en la tasa de la esfingomielina y los gli-
cosilglicéridos, y una reduccién del orden del 50 % en cerebrésidos, lecitina y fos-
fatidiletanolamina.

Es muy posible que la degradacién de los fosfolipidos sea la responsable de la
aparicién de las sustancias aminadas que se observan en las cromatografias en ldmina
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fina de los lipidos polares (manchas 1, 2 y 3 de la figura II11.41), que no han sido
identificadas, pero que son mucho més abundantes en ambos quesos que en la
cuajada.

1V.6.4. Acidos grasos de los lipidos polares.

La composicién en 4cidos grasos de los glicosilglicéridos de la cuajada y los
quesos difiere considerablemente (tabla II1.52), sugiriendo que son objeto de pro-
fundas transformaciones metabélicas; en los glicosilglicéridos de la cuajada domina
plenamente el C-10 que supone el 70 % del total y los acidos grasos de 16 o mas
atomos de carbono no representan més de un 13 %:; en los glicosilglicéridos de
ambos quesos el C-10 supone un 4 %, en el fabricado con leche cruda, y un 14 %
en el elaborado a partir de leche pasterizada y los de 16 6 mas atomos de carbono
representan entre un 65 y un 70 %. En conjunto, los dcidos grasos de los glicosil-
glicéridos del queso son considerablemente menos saturados, pudiendo calcularse
que el porcentaje de dobles enlaces se multiplicasen los glicosilglicéridos del queso
por un factor de 5.

En términos generales, del estudio de los 4cidos grasos de los fosfolipidos y
cerebrésidos se deducen observaciones que confirman las de Saito y col. (1965);
estos autores concluyen que en los fosfolipidos de la leche, se encuentran en mayor
abundancia que en los lipidos apolares de la misma, los 4cidos grasos C-18: 1,
C-18: 2 y C-18: 3 y una tasa inferior de C-14 y C-16 y la presencia de 4cidos grasos
de maés de 20 4tomos de carbono que faltan en los lipidos apolares.

Al igual que ocurre con los fosfolipidos y cerebrésidos de la leche (Smitn y
Lowry, 1962), en los del queso y cuajada se dan notables diferencias en la compo-
sicién en dcidos grasos de cada uno de estos lipidos polares.

En la cuajada, el 4cido palmitico es el mds abundante de los saturados en los
cerebrésidos, lecitina, esfingomielina y fosfatidiletanolamina; en lo que se refiere
a la fosfatidiletanolamina, estas observaciones estan de acuerdo con las de Smivn y
LowRry (1962) para la leche. El 4cido oleico es, igualmente, el mis abundante de
los insaturados en todas estas fracciones de lipidos polares. Los 4cidos linoleico
y linolénico se encuentran en mayor proporcién en la esfingomielina y fosfatidile-
tanolamina que en los cerebrésidos y lecitina; en esta dltima falta el linolénico.

Durante la maduracién se dan notables cambios en la composicién en 4cidos
grasos de casi todos los fosfolipidos y cerebrésidos.

En la esfingomielina, aumentan los porcentajes del C-12 y C-18, multiplicindo-
se por un factor de aproximadamente 3, en ambos quesos, y desciende el C-14: 2,
el C-18: 1 y el C-18: 2 que llega casi a desaparecer; en conjunto, aumenta el grado
de saturacién.

En la lecitina se observa un leve aumento del C-14: 1, un claro incremento del
porcentaje de C-16 y una disminucién del C-18 (cuyo % queda reducido a la mitad)
y del C-14: 2.
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En la fosfatidiletanolamina, se da un aumento del porcentaje del C-10, C-12,
C-14, C-14: 1 (éste sélo en el queso fabricado a partir de leche pasterizada) y, sobre
todo, del C-16 y disminuye, en cambio, el porcentaje representado por el C-18: 1
(pese a seguir siendo el mayoritario) y, sobre todo, del C-18: 2 (cuyo porcentaje se
reduce a 1/2-1/4 del alcanzado en la cuajada); en conjunto, parece darse también
un incremento del grado de saturacién de los acidos grasos.

En los cerebrésidos, aumenta muy considerablemente el C-8 en los quesos
fabricados con leche pasterizada, el C-14 en los elaborados a partir de leche cruda
y los C-16, C-16: 1 y C-18 en ambos quesos; disminuyen, en cambio, el C-18: 1 y el
C-18: 2. Al igual que en la fosfatidiletanolamina y esfingomielina, se observa un
incremento de los acidos grasos saturados.

Resulta especialmente interesante, la constante presencia, en todos los fosfoli-
pidos aislados de ambos quesos, de un 4cido graso no identificado, ausente en la
cuajada y cuyo tiempo de retencién es ligeramente inferior al 6-20 (el sefialado en
las tablas I11.40, I11.43 y 111.46 con un asterisco). A la luz de las observaciones de
UmEMOTO y SATO (1973) parece probable que se trate del 4cido lactobacilico, que
estos autores encuentran en todos los fosfolipidos del queso y no en el resto de los
lipidos polares; en cualquier caso, dada su ausencia en la cuajada, debe proceder
del metabolismo microbiano.

IV.7.  Acidos grasos arrastrables en corriente de vapor.

El examen de la tabla II11.59 pone de manifiesto el incremento de la acidez
arrastrable en corriente de vapor del queso con respecto a la cuajada; las cifras
de ambos quesos son muy similares tanto en lo que se refiere a los 4cidos grasos
solubles como a los insolubles. Los valores para ellos obtenidos se aproximan a
los hallados por DixoN y DEMAN (1968) para el queso Cheddar.

La columna y el detector de ionizacién de llama utilizados para los anlisis
cromatograficos de los 4cidos grasos solubles arrastrables en corriente de vapor,
de cadena corta (C-2 a C-4) separaron y detectaron una sustancia de tiempo de
retencién inferior al del 4cido acético. Se pensé que pudiera tratarse de diacetilo,
acetoina, dietilenglicol, acetaldheido o acetona, pero sus respectivos tiempos de
retencién fueron claramente diferentes. Esta sustancia, presente en la cuajada pero
no en ninguno de los quesos se desconoce su naturaleza y cual pueda ser la significa-
cién de su desaparicién a lo largo del proceso madurativo.

De los é4cidos grasos de cadena corta, el acético y el butirico, son los mds
abundantes, tanto en la cuajada como en ambos quesos. El 4cido isobutirico que
alcanza tasas altas en otros quesos elaborados con bacterias, es muy escaso en éste,
especialmente en el fabricado con leche pasterizada; parece, sin embargo, que la
relacién 4cido n-butirico/4cido isobutirico es muy distinta en los diferentes tipos
de quesos, dependiendo de los gérmenes participantes en la maduracién.

La diferencia més apreciable entre los dos quesos es la relacién acético/ butirico;
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en el queso elaborado con leche pasterizada es de 1,5 y en el fabricado con leche
cruda es de 0,94.

La tasa total de 4cidos grasos de cadena corta arrastrables en corriente de vapor
se multiplica a lo largo de la maduracién por un factor de 3 en el queso elaborado
a partir de leche pasterizada y de algo menor de 2 en el fabricado a partir de leche
cruda.

El estudio de las tablas I11.63 y I11.66 permite deducir que los dcidos grasos
inferiores al C-5 representan, del total de 4cidos arrastrables en corriente de vapor,
en la cuajada el 6 %, el 2,7 % en los quesos elaborados con leche cruda y el 6,1 %
en los fabricados con leche pasterizada; parece, pues, que el més elevado grado
de lipolisis de este tiltimo tipo de quesos es consecuencia fundamentalmente de que
la accién de las lipasas es mis enérgica sobre los acidos de cadena corta, aunque
pudieran estar implicados también otros factores tales como las transformaciones
metabdélicas sufridas por uno y otro tipo de 4cidos grasos.

Llama, en cierto modo, la atencién la elevada cantidad de 4cidos grasos de
cadena de més de 5 atomos de carbono (hasta el C-18) arrastrado por la corriente
de vapor.

La comparacién de las tablas I11.66 y I11.31, bis nos permite deducir:

1.y La pérdida de grandes proporciones de los 4cidos grasos de cadena in-
ferior a C-14, C-16 en el método utilizado para el aislamiento de los 4cidos grasos
libres por cromatografia en columna de 4cido silicico y ldmina fina; esta pérdida
ha tenido lugar probablemente durante la extraccién, ya que como solubles en
agua se obtienen en la destilacion en corriente de vapor (tabla 111.64 y figuras
IT1.70, IT1.71 y IIL.72.

2.°)  Que en corriente de vapor son parcialmente arrastrables los 4cidos grasos
de hasta 18 4tomos de carbono.

3.°)  Que ninguno de los dos métodos utilizados permite un conocimiento pre-
ciso de la composicién en 4cidos grasos de la fraccién acidos grasos libres de lon-
gitud de cadena comprendida entre 6 y 15 4tomos de carbono; afortunadamente casi
todos estos dcidos grasos son mucho menos abundantes en el queso que los de menos
de 6 y més de 15 4tomos de carbono.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1.—La flora l4ctica del queso tipo «Ulloa» estd constituida por las especies:
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris y Lactobacillus plantarum. Ademis
de la flora l4ctica, se encuentran también grandes cantidades de otros microorga-
nismos: Micrococcus spp y dos especies de estreptococos pertenecientes al grupo D
de Lancefield (Streptococcus faecalis, var. liquefaciens y Streptococcus Jfaectum,
en proporciones préximas a 1:1). Aunque sin interés en el proceso madurativo,
se han encontrado también estafilococos coagulasa negativos.

2.—Todos los gérmenes, excepto los micrococos y estafilococos, aumentan
bruscamente en los primeros dias estabilizindose después hasta el final del proceso
madurativo (25 dias). Los micrococos sufren un aumento explosivo durante las
primeras 24-48 horas, a partir de las cuales van disminuyendo progresivamente
hasta desaparecer al final del proceso.

3.—Todas las fracciones nitrogenadas aumentan a lo largo de la maduracién,
alcanzandose valores, al final del proceso, comprendidos entre los siguientes lfmi-
tes: nitrégeno soluble (23 y 43 % respecto al nitrégeno total), nitrégeno no proteico
(37,7 y 43 % sobre el nitrogeno soluble), nitrégeno amoniacal (12 y 16 % respecto
al nitrégeno soluble) y nitrégeno aminico (9 y 13 % sobre el nitrégeno soluble).

4.—Se postula la conveniencia de usar para la fabricacién del queso tipo
«Ulloa» a partir de leche pasterizada, un «fermento» constituido por: S. lactis,
S. cremoris, L. plantarum y S. faecalis, var. liquefaciens.

Los quesos fabricados a escala semiindustrial con el cultivo de esta naturaleza
elaborado en este laboratorio, alcanzaron, al final de la maduracién, unos valores
de sus fracciones nitrogenadas més significativas comprendidos entre los limites
obtenidos para los quesos fabricados con leche cruda. Sometidos a un jurado de
catadores, alcanzaron, comparindolos con un queso ideal, una alta puntuacién,
similar a la de los quesos elaborados con leche cruda. El atributo organoléptico
que alcanzé mayor puntuacién en estos quesos fue el sabor.

5.—kEl germen principal responsable de la proteolisis y de las caracteristicas
organolépticas del queso tipo «Ulloax, es el Streptococcus faecalis, var. liquefaciens.

6.—Los aminoédcidos mas abundantes en los quesos tipo «Ulloa» elaborados
con leche cruda son los siguientes y en el orden en que se citan: leucina, fenilalanina,
lisina, isoleucina y glutdmico. En los quesos fabricados con leche pasterizada y el
cultivo preparado por nosotros dominan los mismos aminoicidos ademas de la
histidina y la arginina.

7—Se confirma la extrema dificultad de una extraccién completa de los li-
pidos del queso para un anilisis fidedigno de sus componentes. El procedimiento
fisico de ScArRPELLINO Y Kosikowskr (1961) no rinde més de un 20 9% del contenido

—394—

en grasa de este queso; mediante una combinacién de este método y una extraccién
quimica se logran rendimientos del 80 %, no existiendo diferencias significativas
entre la composicién de los extractos fisico y quimico.

8—La fraccién lipidos apolares estd constituida, tanto en la cuajada como en
los quesos, por triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, dcidos grasos libres, co-
lesterol e hidrocarburos. Esta fraccién estd cuantitativamente dominada por los
triglicéridos que constituyen el 87,94 % del total de lipidos apolares, en la cuajada;
el 80,95 % en el queso fabricado con leche cruda y el 80,50 % en los elaborados
a partir de leche pasterizada.

9—La lipolisis acaecida durante el proceso madurativo se traduce en un des-
censo de la tasa de los triglicéridos, acompafiado de un aumento de los monoglicé-
ridos y 4cidos grasos libres en los quesos elaborados con leche cruda y de un in-
cremento de los diglicéridos y acidos grasos libres en los quesos fabricados con
leche pasterizada.

No se observan, por el contrario, cambios significativos en las fracciones co-
lesterol e hidrocarburos.

10.—Los 4cidos grasos libres mas abundantes en todas las fracciones de los
lipidos polares de la cuajada y los quesos son, por el orden que se citan, los si-
guientes: C-16, C-18: 1, C-14, C-18, C-18: 2 y C-16: 1, excepto en los monoglicéridos
de los quesos, en los que uno de los mayoritarios es el C-10 y en los diglicéridos de
la cuajada y los quesos fabricados con leche pasterizada en los que abunda el C-9.

Durante la maduracién, la composicién en 4cidos grasos de las distintas
fracciones de lipidos apolares sufre profundos cambios; en la fraccién 4cidos grasos
libres aumentan, en términos absolutos, todos los identificados en la cuajada (todos
los saturados entre C-8 y C-18, mas C-12: 1, C-12: 2, C-14: 1, C-14: 2, C-16: 1,
C-16: 2, C-18: 1, C-18: 2 y C-18: 3) excepto el C-9; destacan, entre estos cambios,
el incremento, en términos absolutos, de C-14: 1, C-16, C-18: 1 y C-18: 3 de los tri-
glicéridos, que parece haber tenido lugar a expensas de profundas transformaciones
metabélicas sufridas fundamentalmente por el C-14 y, en menor cuantia, por el C-12
y por todos los dcidos grasos de cadena mas corta que el dcido nonanoico.

11—En general, en los lipidos apolares se observa, a lo largo del proceso
madurativo, un aumento del niimero de dobles enlaces.

12.—Los lipidos polares representan en la cuajada el 1,47 % del extracto lipi-
dico total que, tras la maduracién, pasan a ser el 1,02 % en los quesos fabricados
con leche cruda y €1 0,99 % en los elaborados a partir de leche pasterizada.

Como componentes de la fraccién lipidos polares se han identificado, tanto en
la cuajada como en los quesos, esfingomielina, lecitina, fosfatidiletanolamina,
glicosilglicéridos y cerebrésidos. Durante la maduracién desciende el contenido de
todos ellos pero mds acusadamente el de la fosfatidiletanolamina y el de los cere-
brésidos.

13.—Es la primera vez, que el autor sepa, que se ha detectado la presencia de
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glicosilglicéridos en un producto licteo. El hallado en la cuajada y quesos tipo
«Ulloa» es un glucosil-glucosil-diglicérido. Se desconoce su procedencia pero, dada
la elevada proporcién en que se encuentra ya en la cuajada, parece tener su origen
en la leche.

Los 4cidos grasos del glicosildiglicérido detectado son objeto de profundas
transformaciones metabélicas durante la maduracién del queso; en el de la cuajada
domina netamente el C-10 que constituye alrededor de un 70 % del total de sus
dcidos grasos. En el glucosildiglicérido de los quesos dominan, en cambio, el C-14,
C-16 y C-18: 1 y se reducen a valores minimos todos los de cadena mas corta.

14.—Los distintos fosfolipidos y cerebrésidos de la cuajada y los quesos di-
fieren ampliamente en su composicién en acidos grasos; en todos ellos abundan
maés que en los lipidos apolares C-18: 1, C-18: 2 y C-18: 3 y menos que en ellos
C-14 y C-16. Durante la maduracién se dan profundos cambios en sus acidos grasos
constituyentes. En conjunto, y al contrario de los que ocurre en los lipidos apolares,
disminuye el niimero de dobles enlaces. .

15—En el transcurso de la maduracién, y como reflejo de la lipolisis sufrida,
se produce un incremento de la acidez volatil en una cuantia de alrededor de
110 m-equivalentes/ 100 gr de extracto seco. Entre los 4cidos grasos arrastrables
en corriente de vapor se encuentran todos los existentes en el queso de cadena no
superior a 18 atomos de carbono. El incremento de la acidez volatil durante la ma-
duracién es més acusado en la fraccién «insoluble» que en la «soluble» en agua.
Como écidos grasos de cadena inferior a C-5 se encuentran en la fraccién «écidos
grasos solubles arrastrables en corriente de vapor» los 4cidos acético, propiénico,
butirico e isobutirico, con clara dominancia del acético (sobre todo en la cuajada)
y el butirico. Ambos sufren, en términos absolutos, un incremento considerable
durante la maduracién.

RESUMEN

Se ha estudiado la microbiologia y Bioquimica del queso gallego tipo «Ulloas.
La flora lactica estd constituida por Streptococcus lactis, S. cremoris y Lactobaci-
llus plantarum. Abundan también Micrococcus spp. S. faecalis, var, liquefaciens
y S. faecium.

Se han investigado también las fracciones nitrogenadas mas significativas:
Nitrégeno soluble (23-43 % del N. total), no proteico (37-43 % del N. soluble),
amoniacal (12-16 % del N. soluble) y aminico (9-13 % del N. soluble).

Se prepararon varios «starters» con los que se elaboraron diferentes quesos
experimentales en el laboratorio y a escala semiindustrial que se valoraron compa-
randolos con los fabricados con leche cruda mediante el estudio de la proteolisis
y sometiéndolos a un jurado de catadores. Se ha postulado la conveniencia de usar
para la fabricacién de este tipo de queso con leche pasterizada, un fermento cons-
tituido por S. lactis, S. cremoris, L. plantarum y S. faecalis, var liquefaciens.
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Se han estudiado también los aminoécidos libres y los componentes lipidicos
y sus 4cidos grasos de la cuajada y quesos fabricados con leche cruda y pasterizada
utilizando el fermento de mejor resultado.

Los aminoécidos mas abundantes son: leucina, fenilalanina, lisina, isoleucina
y glutdmico. Todos sufren un incremento durante la maduracién.

Se han identificado en la fraccién lipidos apolares (cuajada y quesos): tri-
glicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, dcidos grasos libres, colesterol e hidrocar-
buros y en la lipidos polares: esfingomielina, lecitina, fosfatidiletanolamina, cere-
brésidos y un glicosilglicerido.

La lipolisis acaecida durante la maduracién se traduce en un incremento de
la acidez volatil (110 m-equivalentes/100 gr de extracto seco), un descenso de los
triglicéridos acompaiiado de un aumento de los monoglicéridos a diglicéridos vy,
sobre todo, de la fraccién acidos grasos libres.

La composicién en 4cidos grasos de los distintos lipidos apolares sufre profun-
dos cambios durante la maduracién, destacando el incremento de todos los dcidos
grasos libres, excepto el C-9 y el incremento del C-14: 1, C-16, C-18, C-18: 1y C18: 3
de los triglicéridos a expensas, probablemente, de transformaciones metabélicas
sufridas por el C-14 y C-12. En lipidos apolares, aumenta el ntimero de dobles en-
laces durante la maduracién y en los polares disminuye.

RESUME

On a étudié la microbiologie et la biochimie du fromage galicien type Ulloa.
La flore lactique est constituée par du Streptococcus lactis, S. cremoris et Lactoba-
cillus plantarum; le S. faecalis var. liquefaciens et le S. faecium y abondent aussi.

On a recherché également les fractions azotées les plus significatives: Azote
(N) soluble (23-43 % du N total). Azote non-protéique (37-43 % du N soluble),
Azote ammoniacale (12-16 % du N soluble), et Azote aminique (9-13 % du N
soluble).

On prépara plusieurs «starters» avec lesquels on fabriqua de différents fromages
expérimentaux a échelle laboratoire et 4 échelle semi-industrielle. Ces fromages
furent valorés en les comparant avec ceux qui avaient été fabriqués avec du lait
cru apres une étude de la protéolyse et en les soumettant ensuite & un jury de
dégustateurs.

On a postulé la convénience d’employer un ferment composé de S. lactis,
S. cremoris, L. plantarum et S. faecalis var. liquefaciens pour la fabrication de ce
type de fromage avec du lait pasteurisé.

On a étudié aussi les aminoacides libres et les composants lipidiques et leurs
acides gras du lait caillé et des fromages fabriqués avec du lait cru et pasteurisé en
utilisant le ferment qui donne de meilleurs résultats.

Les aminoacides les plus abondants sont: la léucine, la phenylalanine, la
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lysine, Iisoléucine et ’'aminoacide glutamique. Tous ces aminoacides subissent une
augmentation pendant leur maturation.

Dans la fraction de lipides apolaires (lait caillé et fromages) on a identifié
des triglycérides, des diglycérides, des monoglycérides, des acides gras libres, du
cholestérol et des hydrocarbures; et dans la fraction de lipides polaires on a identifié
de la sphyngomyéline, de la lécithine, de la phosphatidiléthanolamine, des cérébro-
sides, et un glycosilglycéride.

La lipolyse qui a lieu pendant la maturation se traduit en une augmentation
de lacidité volatile (110 m-équivalents/100 grams d’extract sec), une dimi-
nution des triglycérides accompagnées d’une augmentation des monoglycérides a
des diglycérides, et surtout de la fraction d’acides gras libres.

La composition en acides gras des différents lipides apolaires subit de grands
changements pendant la maturation; les plus remarquables sont I’augmentation de
tous les acides gras libres, excepté le C-9, et 'augmentation du C.14: 1, C-16, C-18,
C-18: 1 et C-18: 3 des triglycérides aux dépens, probablemente, des transformations
_métaboliques subies par le C-14 et le C-12. Dans les lipides apolaires le nombre
d’enchainements doubles augmente pendant la maturation et il diminue dans les
lipides polaires.

SUMMARY

A study has been carried out on microbiology and biochemistry of Galician
cheese type Ulloa. The lactic flora is composed of Streptococcus lactis, S. cremoris
and Lactobacillus plantarum. It also contains plenty of Micrococcus spp. faecalis
var. liquefaciens and S. faecium.

The most significant nitrogenous fractions have also been researched: Soluble
nitrogen (N) (23-43 % of total N), non-proteic nitrogen (37-43 % of soluble N),
ammonium nitrogen (12-16 % of soluble N) and aminic nitrogen (9-13 % of solu-
ble N).

Several starters were prepared in order to make various experimental cheeses
in the laboratory and at semi-industrial scale. These cheeses were evaluated by
comparing them to those made with crude milk after studying their proteolyse and
being analysed by a taste pannel. The convenience of using a ferment or yeast com.
posed of S. lactis, S. cremoris, L. plantarum and S. faecalis var. liquefaciens to make
this type of cheese has been postulated.

A study has also been accomplished on free aminoacids and lipidic components
and their fat acids contained in curds and in cheese made with crude and pasteurized
milk using the ferment or yeast which gave the best results.

The most frequent aminoacids are: leucine, phenylalanine, lysine, isoleucine
and glutamic acid. All these aminoacids have an increase during their maturity.

In the apolar lipid fraction (curds and cheeses) we have identified the following
substances: triglycerides, diglycerides, monoglycerides, free fatty acids, cholosterol
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and hydrocarbons; sphyngomyeline, lecithine, phosphatidilethanolamine, cerebro-
sides and glycosilglyceride have been identified in the polar lipidic fraction.

The lipolysis occurred during ripening gives an increase in the volatile
acidity as a result (110 m-equivalents/100 gr of dry extract), a decrease in the
triglycerides accompanied of an increase in the monoglycerides to diglycerides,
and specially in the free fat acids fraction.

The composition in fat acids of different apolar lipids has great changes during
their maturity, the increase in all free fatty acids being remarkable, except C-9 and
the increase in C-14: 1, C-16, C-18, C-18: 1 and C-18: 3 of triglycerides, probably
at the expense of metabolic transformations borne by C-14 and C12. The number
of double links during the ripening increases in apolar lipids and it decreases in

polar ones.
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