PROCESOS

QUESOS ELABORADOS CON MEZCLA DE
LECHES DE BUFALAY OVEJA. EFECTO DEL
TIPO DE LECHE EN LA LIPOLISIS Y
FORMACION DE COMPUESTOS VOLATILES

El empleo de mezcla de leches de diferentes especies
de mamiferos es una practica arraigada y comdn en la
elaboracion de algunos quesos tipicos europeos. Los
quesos semiduros de leche de bifala se caracterizan por
tener un flavor poco acentuado y representan un desafio
tecnoldgico dado las particularidades fisicoquimicas de la
leche. La mezcla de leche de bufala con leches de otras
especies es una de las estrategias empleadas para mejo-
rar las caracteristicas organolépticas de los quesos. En el
presente trabajo se evalud la influencia del agregado de
leche de oveja a la leche de bdfala en la hidrolisis de las
grasas (lipdlisis) y la formacion de compuestos volatiles
de los quesos obtenidos. Para ello, se elaboraron quesos
con leche de bafala (B) y con mezcla de leches de bufala
y oveja (BO) (en una proporcion 80:20), empleando el
protocolo estandar para quesos semiduros con algunas
modificaciones. Al final de la maduracion (90 dias) ambos
tipos de quesos tuvieron una composicion fisicoquimica
similar: pH, 5,50; humedad, 36 g/100 g; proteinas, 24
0/100g y grasa, 579/100g (base seca). Como era de espe-
rar, a medida que la maduracion avanzd se observo un
aumento en el grado de lipolisis, sin embargo, este efec-
to fue mas marcado en el queso BO que en el queso B; los
niveles de acidos grasos libres (AGL) totales se incremen-
taron 4,5y 1,3 veces en BO y B, respectivamente. Del ana-
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lisis del perfil se puede inferir que no hubo una actividad
enzimatica preferencial hacia algun écido graso en parti-
cular. Los perfiles se caracterizaron por niveles elevados
para la fraccion de los AGL de cadena larga (80 — 90%),
mientras que las fracciones de los AGL de cadena corta 'y
media fueron bastante mas bajas (7-16% y 2-5%, respec-
tivamente). Con respecto al perfil de compuestos volati-
les, se observaron cambios importantes con la madura-
cion. A los 3 dias los perfiles de ambos tipos de quesos
fueron muy similares y se caracterizaron por una preva-
lencia de cetonas y alcoholes y en menor medida de éste-
res, siendo minoritarios los acidos y aldehidos. Por el
contrario, la maduracion afectd de diferente modo los
perfiles de volatiles de ambos tipos de quesos. En los
quesos B los alcoholes resultaron el grupo mayoritario
seguido de las cetonas y los écidos. La prevalencia de los
alcoholes se debid al notorio incremento de etanol, 2-
metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol y 1-hexanol. En el
caso de las cetonas, los niveles de acetoina y diacetilo
permanecieron sin cambios, mientras que los principales
acidos evidenciaron importantes incrementos. En los
quesos BO los alcoholes constituyeron el grupo predomi-
nante junto con los acidos que tuvieron un marcado incre-
mento, observandose ademas una reduccion de la pro-
porcion de las cetonas. Los resultados obtenidos ponen
en evidencia la factibilidad de emplear una mezcla de
leches de bufala y oveja para obtener productos innova-
dores y con caracteristicas organolépticas diferenciadas,
que podrian contribuir al desarrollo de las economias
regionales.

Palabras clave: Leches de bufala — oveja, quesos, lipo-
lisis, compuestos volatiles, maduracion.



INTRODUCCION

La leche es uno de los alimentos mas completos que
forman parte de la dieta humana. Su  composicion
fluctia marcadamente entre los diferentes animales
lecheros, dependiendo de las especies, razas, etapa de
lactancia, métodos de ordefio, medioambiente, esta-
cion del afio, dieta y sistemas de alimentacion. Por lo
tanto, la composicion de la leche es un aspecto impera-
tivo que influye en la calidad del producto lacteo final.

La leche de bufala se caracteriza por su alto
valor nutritivo y elevado potencial tecnoldgico. Presenta
caracteristicas peculiares que permiten diferenciarla de
la leche de vaca, tanto por sus propiedades fisicoquimi-
cas como sensoriales. En relacion con el alto contenido
de proteinas y grasa, es una muy buena materia prima
para el procesamiento, especialmente para la elabora-
cion de quesos, alcanzando rendimientos dptimos en la
elaboracion de los mismos (Sindhu & Arora, 2011;
Hihny col., 1982). La leche de bafala se considera ade-
cuada para la elaboracion de quesos frescos como la
mozzarella, muy conocida a nivel mundial, sin embargo
los quesos duros o0 semiduros son poco comunes
(Martini y col., 2016). Estas variedades de quesos
madurados se caracterizan por su suave cuerpo y tex-
turay sabor agradable. Sin embargo, cuando se los ela-
bora con leche de bufala los quesos, si bien presentan
una textura comparable a los de leche de vaca, no de-
sarrollan sabor (Rebechiy col. 2015a).

La maduracion del queso es un proceso micro-
bioldgico y bioquimico muy complejo que implica la
digestion enzimatica de los componentes de la cuajada.
Comprende principalmente la fermentacion de la lacto-
sa y la degradacion de la materia grasa (lipdlisis) y de
las proteinas (protedlisis) (Rafiq y col., 2016). En rela-
cion a la materia grasa, los acidos grasos libres (AGL),
productos de la lipdlisis, son precursores importantes
de las reacciones catabdlicas, que producen compues-
tos que son volatiles y contribuyen al flavor de los que-
sos (Ivanov y col., 2016; Collins y col., 2003).

Los quesos semiduros de leche de bufala se
caracterizan por tener un flavor poco acentuado y
representan un desafio tecnoldgico dado las particula-
ridades fisicoquimicas de la leche. Una de las estrate-
gias empleadas para mejorar las caracteristicas orga-
nolépticas de los quesos es mezclar la leche de bufala
con leches de otras especies.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
influencia del agregado de leche de oveja a la leche de
bafala en la hidrdlisis de las grasas (lipolisis) y la forma-
cion de compuestos volatiles de los quesos obtenidos.
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PROCESOS

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de quesos

Se elaboraron quesos (tres réplicas) con leche de bufa-
la (B) y con mezcla de leches de buifalay oveja (BO) (en
una proporcion 80:20), empleando el protocolo estan-
dar para quesos semiduros con algunas modificacio-
nes. A la leche pasteurizada (65°C x 20 min.) y enfriada
(35°C) se le adiciono6 el fermento (S. thermophilus,
CHR-Hansen, Argentina) y el coagulante liquido (qui-
mosina A, Agrolac, Argentina). La cuajada se corto en
cubos (1 cm de lado) y bajo agitacion se calento hasta
45°C. Una vez eliminado el suero, se molded y se sala-
ron los quesos. La maduracion se realiz6 durante 90
dias a 12 +1 °C y a los ocho dias los quesos se envasa-
ron al vacio (Rebechiy col. 2015b).

Composicion fisicoquimica y analisis
microbiolégicos de los quesos

Durante la maduracion se determin6 el pH y la compo-
sicion global de los quesos (humedad, proteina y mate-
ria grasa). Se realizaron recuentos de bacterias lacticas
totales, enterococos, lactobacilos, bacterias coliformes,
hongos y levaduras (Rebechi y col. 2015h).

Evaluacion de la lipélisis

Se determind por cromatografia gaseosa (GC — FID) al
inicio (tres dias) y al final (90 dias) de la maduracion.
Los 4cidos grasos libres (AGL) desde C4:0 hasta C18:2
9c, 11t presentes en los quesos se extrajeron con n-
hexano en caliente a partir de la muestra previamente
acidificada y se cuantificaron como ésteres etilicos por
GC. Para ello se utilizd un cromatdgrafo de gases
(Perkin Elmer Corp., USA), equipado con una columna
capilar HP-Innowax (60m x 0,25 mm DI x 0,25 pm
espesor film), inyector split — splitless (250°C, relacion
de split: 1/50) y detector FID (300°C). El gas carrier fue
H2 con un caudal de 2 ml min-1. La cuantificacion se
realizd empleando el método del estandar interno, para
ello se adiciono a la muestra en la etapa de extraccion
los siguientes acidos: C5:0, C7:0 y C17:0 como estan-
dares internos (Sigma Aldrich, USA). EI programa de
temperaturas del horno fue 75°C (1,5 min), 8°C/min
hasta 150°C (10 min), 10°C/min hasta 230°C (15 min).
Los cromatogramas se procesaron con el software
TurboChrom v.4.0 (Perkin EImer Corp.), y la concentra-
cion de los AGL se expres6 en mg kg-1 de queso.

Anilisis de compuestos volatiles

Aislamiento de los compuestos volatiles. Se utilizo la
microextraccion en fase sdlida (SPME) como metodo-
logia de aislamiento de los compuestos volatiles. Las
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muestras de quesos (5 g) contenidas en viales de vidrio
se termostatizaron durante 10 minutos a 40 £1°C, luego
se expuso una fibra DVB/Car/PDMS 50/30 pm
(Supelco, Bellefonte, USA) en el headspace durante 30
min a 40 £1°C. Luego la fibra fue retraida y llevada al
puerto de inyeccion del GC.

Analisis por GC/FID y CG/MS. La desorcion de los ana-
litos retenidos en la fibra se realizd térmicamente a
250°C por 5 minutos (modo splitless) en el mismo GC
que se empled para el andlisis de los AGL. Las condi-
ciones cromatograficas fueron: temperatura del detec-
tor 290°C; programa de temperatura de la columna,
45°C (4 min), 8°C/min hasta 150°C (3 min) y 10°C/min
hasta 250°C (5 min). Como gas carrier se emple6 H2
(2mL/min). Paralelamente se analizaron las muestras
por GC-MS empleando un cromatdgrafo de gases
(Varian CP-3800) acoplado con un espectrometro de
masas (Saturn 2000). Las condiciones operativas del
MS fueron: voltaje de ionizacion, 70 eV; temperatura de
la interfase, 260 °C; rango de masa escaneado 40 a 300
m/z; velocidad de escaneo, 250 amu/seg; gas carrier,
He con un flujo de 1 mL/min. Los espectros de los
picos fueron comparados con la informacion almacena-
da en la libreria de espectros del software (Wiley y
NIST-98). Soluciones patrones (Sigma Aldrich, USA) de
los compuestos positivamente identificados por GC/MS
se inyectaron en el GC/FID para realizar la identificacion
de los mismos en los cromatogramas de las muestras
analizadas y obtener las areas de los compuestos, las
cuales se expresaron en unidades arbitrarias. Las deter-
minaciones se realizaron por duplicado y los resultados
obtenidos para las réplicas de elaboracion fueron pro-
mediados. Los quesos se analizaron al inicio (3 dias) y
al final (90 dias) de la maduracion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion de los quesos

Al final de la maduracion, el pHy la composicion global
de ambos tipos de quesos tuvieron una evolucion
semejante: pH, 5,50; humedad, 36 g/100 g; proteinas,
24 9/100 g y grasa, 57 g/100 g (base seca). Los recuen-
tos microbioldgicos indicaron que los quesos eran
aptos para el consumo y que el recuento de enteroco-
cos se incremento en el queso BO de < 102 UFG/g (tres
dias) a105 UFC/g (90 dias) y en el queso B de < 10
UFC/g (tres dias) a 103 UFC/g (90 dias).

Lipdlisis

En la figura 1 se presenta el grado o nivel de lipdlisis
(eAGL mg/kg queso) para los quesos B y BO al inicio
(tres dias) y al final de la maduracion (90 dias). A medi-



FIGURA 1 - Nivel de lip6lisis para los quesos B y BO
al inicio y al final de la maduracion
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FIGURA 2 - Proporcion de AGLCL en los quesos al inicio

y al final de la maduracion
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da que la maduracion avanzd se observé un incre-
mento en los niveles de lipdlisis, siendo mayor este
incremento para los quesos BO (4,5 veces), que
para los quesos B (1,3 veces). En ambos quesos
los perfiles de AGL se caracterizaron por altos por-
centajes de AGL de cadena larga (AGLCL), que
representaron entre el 80 y 90% del contenido total
de AGL, porcentajes intermedios de AGL de cadena
corta (AGLCC, 7-16%) e inferiores para los AGL de
cadena media (AGLCM, 2 — 5%).

Los quesos B y BO a los tres dias tuvieron
contenidos bajos de AGLCL, 1500 y 800 mg/kg,
respectivamente, este comportamiento se revirtio
al final de maduracion: en BO se encontraron
aprox. 3500 mg/kg y en B alrededor de 1700
mg/kg. En los quesos BO se incrementaron cuatro
veces los contenidos de AGLCL a medida que la
maduracion transcurri6 mientras que en los que-
sos B el incremento fue de 1,2 veces (Figura 2).

En los quesos BO se observaron a los tres
dias los niveles mas bajos de AGLCC (50 mg/kg),
mientras que a los 90 dias los menores contenidos
correspondieron a los quesos B (350 mg/kg). Los
BO fueron los que experimentaron los cambios
mas pronunciados durante la maduracion: los
niveles aumentaron diez veces, en comparacion
con B cuyos niveles aumentaron alrededor de 2,4
veces (Figura 3).

En cuanto al grupo de los AGLCM, a los tres
dias se observaron niveles similares (aprox. 25
mg/kg) para ambos tipos de quesos, mientras que
a los 90 dias los quesos BO tuvieron concentracio-
nes de 200 mg/kg y los quesos B menores niveles
(50 mg/kg). Se evidencio un comportamiento
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FIGURA 3 - Proporcion de AGLCC en los quesos al inicio
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Suarezy col. 2013 encontraron en quesos semidu-
ros elaborados con leche de oveja pasteurizada y
fermento natural un incremento en el recuento de
enterococos de 2 ordenes log, atribuyendo la pre-
sencia de estas bacterias a la microflora NSLAB de
la leche de elaboracion. Katz, y col., 2004, evalua-
ron la contribucion de dos cepas de E. faecium a la
lipdlisis de quesos de leche de oveja y encontraron
que ambas cepas incrementaron a los 30 dias el
nivel de lipolisis y que el incremento se relaciona
con la actividad estearasa de la cepa.

Compuestos volatiles

Se identificaron un total de 36 compuestos volati-
les en ambos tipos de quesos. A los tres dias tanto
los quesos B como los BO presentaron un perfil
global de compuestos volatiles similar. Ambos se

caracterizaron por una prevalencia de compuestos
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FIGURA 4 - Proporcion de AGLCM en los quesos al inicio
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del grupo de las cetonas y de los alcoholes, y en
menor medida los ésteres, siendo minoritarios los
acidos y aldehidos (Figura 5). Dentro del grupo de
las cetonas, la acetoina fue la mayoritaria, mien-
tras que en el grupo de los alcoholes y ésteres se
destaco la presencia de etanol y butanoato de etilo.
La maduracion introdujo profundos cambios vy
afectd de diferente modo la incidencia de los dis-
tintos grupos de compuestos en los perfiles de
ambos tipos de quesos (Figura 6). A los 90 dias,
los alcoholes resultaron el grupo mayoritario de
los quesos B, seguidos de las cetonas y los acidos.
La prevalencia de los alcoholes se debi6 al notorio
incremento observado en los niveles de etanol, 2-
metil 1-propanol, 3-metil 1-butanol y 1- hexanol.
En el caso de las cetonas, los niveles de acetoina y
diacetilo permanecieron sin cambios, mientras
que los dcidos acético, butirico y hexanoico evi-

similar al observado para los AGLCC, en los quesos BO
los niveles de los AGLCM se incrementaron ocho veces
con el avance de la maduracion en relacion a un aumen-
to de dos veces para los quesos B (Figura 4).

Los quesos elaborados con la leche mezcla
fueron los que experimentaron una lipdlisis mas pro-
funda durante los 90 dias de maduracion, esto se mani-
festo por que los aumentos de las tres fracciones fue-
ron mas grandes para estos quesos en comparacion a
los elaborados solo con leche de bafala. Este incremen-
to se relaciona con el aumento de recuentos de entero-
cocos en ambos quesos durante la maduracion, siendo
mas elevado el recuento en el queso elaborado con la
leche mezcla.
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denciaron importantes incrementos. Por su parte,
el analisis del perfil global de compuestos volatiles
de los quesos BO mostrd a los alcoholes y a los acidos
como los grupos mayoritarios, observandose una noto-
ria disminucion de la incidencia de las cetonas. Estos
cambios fueron consecuencia de los importantes incre-
mentos detectados en los niveles de etanol, alcoholes
ramificados, acido acético, acido butanoico y dacido
hexanoico y de las disminuciones significativas en los
niveles de acetoina y diacetilo.



FIGURA 5 - Perfiles de compuestos voldtiles de los
quesos al inicio de la maduracion
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FIGURA 6 - Perfiles de compuestos voldtiles de los
quesos al final de la maduracion
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos ponen en evidencia la factibi-
lidad de emplear una mezcla de leches de bufala y oveja
para obtener productos innovadores como los quesos
semiduros de leche de badfala y que posean caracteris-
ticas organolépticas diferenciadas. De esta manera,
podemos resaltar la importancia de los enterococos,
microorganismos con mayor capacidad proteolitica y
lipolitica, aportados como NSLAB en mayor cantidad
por la leche de oveja, su rol en el desarrollo del flavor
de los quesos.

BIBLIOGRAFIA

Collins, Y.; McSweeney, P. and Wilkinson, M. (2003) Lipolysis
and free fatty acid catabolism in cheese: a review of current
knowledge. International Dairy Journal 13 841 — 866.

Hihn, S.; Freitas Guimardes, M.C.; Barbosa do Nascimento,
C.N.; Danin de Moura Carvalho, L.O.; Dias Moreira, E.; Brito
Lourengo Junior, J. (1982). Estudo comparativo da composi-
¢ao quimica do leite de zebuinos e bubalinos. Boletim de pes-
quisa N°36. Embrapa, Centro de Pesquisa Agropecuaria do
Tropico Umido, Belem PA.

Ivanov, G.; Balabanova, T.; Ivanova, M. and Vlaseva, R. (2016)
Comparative study of Bulgarian White Brined cheese from
cow and buffalo milk. Bulgarian Journal of Agricultural
Science 22 (n° 4) 643 - 646.

Katz , M.; Medina, R.; Giraudo, C.; Rodriguez, M.; Gatti, P. y
Gonzalez, S. (2004) Lipdlisis de quesos de oveja del noroeste
argentino por Enterococcus faecium. Instituto Nacional de
Tecnologia Industrial (INTI).

Martini, M.; Altomonte, |.; Da Silva Santana, A. y Salari, F.
(2016) Nutritional composition of four comercial cheeses
made with buffalo milk. Journal of Food and Nutrition
Research 55 (6) 256 - 262

Rafig, S.; Huma, N.; Pasha, I. and Shahid, M. (2016)
Compositional Profiling and Proteolytic Activities in Cow and
Buffalo Milk Cheddar Cheese Pakistan J. Zool., vol. 48(4), pp.
1141-1146.

Rebechi, S.; Maina, J.; Palma, S. y Meinardi, C. (2015a)
Acciones tendientes a mejorar la calidad organoléptica de
quesos semiduros elaborados a partir de leche de bufala.
Congreso Latinoamericano de Ingenieria y Ciencias Aplicadas.
CLICAP. San Rafael, Mendoza, Argentina.

Rebechi, S.; Sudrez, V.; Costa, S.; Candioti, M. y Meinardi, C.
(2015b) Caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de
quesos semiduros elaborados con mezcla de leche de bufala
y oveja. CYTAL - AATA Buenos Aires, Argentina

Sindhu, J. and Arora, S. (2011) Buffalo Milk. En Encyclopedia
of Dairy Sciences. Fuquay John W., Fox, Patrick F,
McSweeney Paul L.H. Ed. Academic Press, San Diego, United
States. ISBN: 978-0-12-374407-4, Electronic ISBN: 978-0-12-
374407-4, pp. 503-511.

Sudrez, V.; Binetti, A; Briggiler Marco, M; Meinardi, C (2015)
Incidencia de la composicion microbioldgica de quesos elabo-
rados con leche mezcla oveja-bdfala en el flavor del producto
final. Congreso Latinoamericano de Ingenieria y Ciencias
Aplicadas CLICAP. San Rafael, Mendoza, Argentina.

Sudrez, V.; Binetti, A; Briggiler Marc6, M; Sabbag, N
Meinardi, C (2013) Quesos de leche de oveja elaborados con
fermentos naturales: caracteristicas microbioldgicas y senso-
riales. Congreso Argentino de Microbiologia (CAM).

Tecnologia Lactea Latinoamericana N° 100 H

-
p=o )
(=}
()
m
(7]
(=}
("]




