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RESUMEN:

La enzima papaina (EC 3.4.22.2) es una proteasa comercial que puede ayudar en la
coagulacion o en la aceleracion de la maduracion de quesos. El presente trabajo evalué los
tratamiento C0O, C5 y C10 con la adicién de 0, 5 y 10g/100L de leche, de papaina comercial
con 95 UTR (unidades de actividad tirosinasa) adicionada antes de la coagulacién, en las
caracteristicas microbioldgicas fisicoquimicas y sensoriales durante los dias 30 60 y 120 de
la maduracion de queso sardo argentino. No se encontré diferencia en el analisis
microbiolégico. Se encontraron diferencias estadisticas significativas en el indice de
maduracion especialmente al dia 120 de 15.89, 13.91 y 20.63 %, nitrodgeno soluble de 0.76,
0.64 y 0.91 (g/100g), asi como en proteinas totales de 30.12, 29.37 y 28.15 (g/100g) para
C0, C5 y C10 respectivamente. Se observo el aumento del sabor dulce para ambas
concentraciones, asi como la similitud de las caracteristicas de friabilidad, impresion,
adherencia, deformabilidad, solubilidad y olor del tratamiento C10 en funcion del control CO.
Aun cuando ambas concentraciones incrementan el indice de maduracion y la percepcion
del gusto dulce, no es factible utilizarlas en la aceleracion de la maduracién debido al
aumento del gusto amargo.

ABSTRACT:

The enzyme papain (EC 3.4.22.2) is a commercial protease that can assist in coagulation or
accelerated ripening of cheese. This study evaluated the C0O, C5 and C10 treatment with the
addition of 0, 5 and 10 g / 100L milk, commercial papain with 95 UTR (units of tyrosinase
activity) added before coagulation, in the microbiological characteristics physicochemical and
sensory during the days 30 60 and 120 of the Argentine Sardinian cheese ripening. No
difference was found in the microbiological analysis. Statistically significant differences in the
rate of maturation especially at day 120 of 15.89, 13.91 and 20.63%, soluble nitrogen of 0.76,
0.64 y0.91 (g / 100g) and total protein of 30.12, 29.37 and 28.15 were found (g / 100g) for CO,
C5 and C10 respectively. It is increasing the sweet taste for both concentrations, and the
similarity of the characteristics of friability, printing, adhesion, deformability, solubility and odor
treatment control function C10 observed CO. Although both concentrations increase the rate
of maturation, sweet taste perception and appreciation of cheese generally, these
concentrations in accelerating ripening due to increased bitter taste is not feasible.
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INTRODUCCION
El proceso de maduracion en los quesos implica una serie compleja de reacciones
bioquimicas a través del tiempo, que de acuerdo con el tipo de queso puede variar
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desde cuatro semanas para quesos de pasta suave, hasta tres afios para quesos de
pasta dura. Este periodo de espera, representa una proporcion importante en el
proceso de la produccion en términos economicos, por lo que la inclusién de
tecnologias que contribuyan a la disminucion del tiempo de espera, puede proveer
ventajas econdmicas como el ahorro en los costos de refrigeracion, asi como la
disminucidon del riesgo microbiolégico asociado a tiempos prolongados de espera
(Kheadr et al., 2000). Con el fin de disminuir el tiempo de maduracion en la industria
quesera, se han investigado diversos métodos como el uso de temperaturas
elevadas, desarrollo de cultivos iniciadores (incluida la ingenieria genética), cultivos
adjuntos, adicion de aminoacidos, altas presiones y el uso de enzimas exdgenas
(Kilcawley et al., 2012).

La adicion de enzimas exogenas permite la aceleracion de los procesos mas
importantes ocurridos durante la maduracién, como es el caso de las reacciones
bioquimicas de conversion de carbohidratos a acidos organicos, grasas a acidos
grasos libres (lipdlisis) y la conversion de proteinas a aminoacidos libres (protedlisis)
(McSweeney, 2004). El uso de proteasas para acelerar los procesos de protedlisis
durante la maduracioén es prometedora ya pueden ser obtenidas de distintas fuentes.
Entre las enzimas de origen vegetal que pueden ser utilizadas para este propdsito se
encuentran aquellas obtenidas de diversos frutos como el higo (Ficus carica), cardo
(Cynara cardunculus L.), pifia (Ananas sativa) semillas de aceite de castor (Ricinus
communis) y de la papaya (Carica papaya) (Low et al., 2006).

La enzima papaina (EC 3.4.22.2) es una proteasa comercial derivada del fruto de
Carica papaya amplaiamente utilizada en la industria carnica, no obstante tiene el
potencial de usarse la aceleracion de la maduracion de quesos debido a su a su bajo
costo y potencial para degradar proteinas. Si bien esta enzima ha sido probada como
agente coagulante en la elaboracién de queso cremoso tipo “Dangke” (Prasetyo et
al.,2015), su utilizacion en la industria quesera es poco frecuente debido a que su
accion proteolitica excesiva conduce a una textura suave y a un sabor desequilibrado
por la produccion de péptidos amargos, no obstante es posible que pueda catalizar la
formacion de otros aminoacidos libres precursores de sabor en quesos maduros tal
como el acido glutamico leucina y metionina (Raksakulthai et al., 2001).

Para evaluar si esta hipétesis es posible, el presente trabajo utilizé tres tratamientos
identificados como CO, C5 y C10 con la adicién de 0, 5 y 10g/100L de leche, de
papaina comercial (95 UTyR unidades de actividad tirosinasa) adicionada un minuto
antes de la coagulacion en la elaboracion de queso sardo argentino. Al finalizar el
experimento, el analisis sensorial mostré diferencias significativas en el indice de
maduracion y de las fracciones proteicas para ambas concentraciones. El sabor
amargo incrementd en funcion de la concentracion de enzima y del periodo de
prueba.

No obstante, se destaca el incremento del sabor dulce y la similitud de las
caracteristicas de friabilidad, impresion, adherencia, deformabilidad, solubilidad y olor
del tratamiento C10 en funcién del control CO. Aun cuando esta similitud y el
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aumento del sabor dulce es una caracteristica positiva, aun no es factible utilizarlas
en la aceleracion de la maduracion, debido al aumento del gusto amargo.

MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion del queso tipo sardo se utilizd leche entera de vaca sometida a
pasteurizacion a 63°C por 30 min, la cual fue dividida en tres lotes de elaboracion. El
tratamiento enzimatico CO (sin enzima afiadida), C5 (5g/100L) y C10 (10g/100L) de
papaina identificada con 95 UTyR, aplicada previo a la coagulacion (1 min) en
agitacion constante. Posterior a este tiempo se procedié de manera habitual en la
elaboracién del queso sardo acorde a la metodologia empleada en INTI (Instituto de
tecnologia Industrial) Lacteos sede Rafaela.

Analisis fisicoquimicos

Nitrégeno soluble (NS), nitrégeno soluble al acido fosfotungstico (NSAF), nitrogeno
total (NT), nitrégeno no proteico (NNP) acorde a lo reportado por Gripon y
colaboradores en 1975. Para la obtencion del coeficiente de maduracion, se utilizé
cociente entre el NS/NT. El contenido de humedad, materia grasa y proteinas totales
fueron determinados mediante método de infrarrojo cercano (NIR) en el equipo
FoodScan®.

Analisis microbioldgicos

En cuanto al analisis microbiolégico se utilizd la metodologia de recuento de
coliformes y E. coli (Petriflm™) (AOAC, 2001), y solo se realiz6 a la salida de
salmuera, 30 y 60 dias.

Analisis sensorial

El estudio fue llevado a cabo con un panel constituido por siete jueces entrenados en
la utilizacién del analisis cuantitativo descriptivo (QDA) contemplado en las Normas
IRAM 20012 (1998) y 20013 (2001). Se utilizaron las definiciones y procedimientos
indicados en las técnicas propuestas por el Programa FLAIR (COST 902) y AIR-CT
94-2039 de la Union Europea segun la “Guide D Evaluation Sensorielle de la Texture
des fromages a pate dure ou semidure” (Lavanchy et al., 1997) para el perfil de
textura. Asi como las técnicas propuestas por el grupo de analisis sensorial del
Programa AIR-CT 94-2039 segun la “Guia para la Evaluacion olfato-gustativa de los
quesos de pasta dura y semidura” (Berrodier et al., 1997). Para el perfil de flavor.-se
empled una escala de valor de uno-cinco (tomando el cinco como valor del control)
para expresar la intensidad percibida en cada propiedad, las caracteristicas fisicas,
visuales y tactiles evaluadas fueron: Firmeza: resistencia que presenta la muestra a
una deformacién dada.

Deformabilidad: facilidad que presenta la muestra en la boca, al morder, para
deformarse o estirarse antes de romperse. Friabilidad: caracteristica de un producto
que puede ser reducido a trozos facilmente. Adherencia: es definida como el trabajo
necesario que hay que realizar con la lengua para despegar un producto de la boca
(en el paladar y los dientes). Impresién (global): referencia al final de la cata para que
el catador pueda apreciar la textura del queso en su globalidad.
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Olor: es la fuerza del estimulo percibido por encima de la porciéon de queso, ya sea
directamente cuando nos acercamos éste, o cuando lo rompemos en dos cerca de la
nariz.

Aroma: es la fuerza del estimulo percibido por via retronasal cuando el queso se
situa en la boca.

Dulce: califica la percepcion sensorial captada en la lengua por soluciones acuosas
de sustancias tales como la sacarosa.

Salado: califica la percepcion sensorial captada en la lengua por tales como el
cloruro de sodio.

Amargo: califica la percepcidn sensorial captada en la lengua producida por diversas
sustancias tales como la quinina y la cafeina.

Acido: califica la percepcién sensorial captada en la lengua producido por soluciones
acuosas diluidas de la mayoria de los cuerpos acidos como el acido citrico o lactico.

Picante: califica la sensacion trigeminal que se manifiesta dentro de la boca en forma
de picores.

Gusto residual o regusto: sensacion olfato-gustativa que aparece después de la
eliminacién del producto por deglucion. Todos los resultados obtenidos (excepto
sensorial) fueron analizados mediante el ANOVA de una via (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis microbiolégico

Los resultados no muestran diferencias significativas en ningun dia de muestreo. Los
resultado estan dentro de los limites permitidos en el cédigo alimentario argentino
con 10 UFC/g de coliformes totales y E.coli en los tres tiempos de medicion, esto
indica la inocuidad de la elaboracion y permite descartar los cambios en la
percepcion sensorial atribuibles a la carga microbiana.

Analisis fisicoquimico

Los datos obtenidos del al analisis fisicoquimico de queso sardo en diferentes etapas
de la maduracion se muestran en la Tabla Il. La adicion de enzima proteolitica no
mostro efectos significativos en la humedad, materia grasa, ni en el pH. No obstante,
al final del tiempo de maduracion, se observa el aumento NS de 0.76, 0.64 y 0.91
(g/100g), PT de 30.12, 29.37 y 28.15 (g/100g). EI CM aumenta en todas las
concentraciones en funcion de los dias de muestreo y de la enzima afadida, con un
incremento del 10% para el C5 y del 48% para C10, comparado con el control en el
dia final de muestreo. El aumento en las fracciones de nitrogeno y el CM, sugieren el
aumento de la protedlisis por efecto de la adicion de la enzima (Kheadr et al., 2000).
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TABLA Il. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE QUESO SARDO SOMETIDO A

TRATAMIENTO PROTEOLITICO

NSA

DA TRAT H  MGbs  PT NT NS NNP T3 pH CM
(9/100g)
CO  37.67° 46.74° 2643 414° 046° 026 007 496 11.08°
30 C5 37.25° 5278° 2532° 397° 043b 02° 006° 512° 10.93°
C10  33.21° 4897° 2534° 397° o061c 935 009° 488" 1531°
CO  30.33° 3225° 29.08® 456° 050° 929 004° 4.96° 11.05°
60 C5 3113 3304 27.15° 425" 050° 928 oo04° 5120 1178°
C10  2861° 37.27° 2668° 418" o068 3% 007° 4.92° 16.27°
CO  27.72° 36.70° 30.12° 472° 076 046 014 502° 13.91°
120 o5 o451 3609 2037°  460° 064° 020 o011 518 1531°
C10  24.91° 3888° 2815 441® 091° 059 019 510° 20.63°

H: humedad, MGbs: materia grasa en base seca, PT:

proteina total, NT: nitrégeno total, NS:

nitrégeno soluble, NNP: nitrégeno no proteico, NSAF: nitrégeno no soluble al acido
fosfotungico CM: coeficiente de maduracién.

Analisis sensorial

En los resultados obtenidos del analisis sensorial (Figura 1 y 2), se observa el
incremento del gusto amargo en funcion de los dias de maduracion y de la
concentracion de enzima. Cabe mencionar el marcado incremento del tratamiento
C10 en el dia 120, en comparacion con el tratamiento C5. Las caracteristicas de
friabilidad, impresion, adherencia y deformabilidad del tratamiento C10 son similares
al control CO, al final de los dias de maduracién. Esta similitud puede considerarse
positiva al no observar defectos relativos a la textura del queso. Otro efecto
considerado positivo, es el aumento de sabor dulce para C10 y C5 durante la
maduracién lo cual puede ser un indicativo de la liberacion de aminoacidos Alanina,
Glicina, Serina y Threonina (McSweeney 1997).

Uno de los principales inconvenientes de uso de la papaina en la elaboracion de
quesos, esta relacionada la protedlisis excesiva, que ademas de generar péptidos
hidrofébicos amargos también se asocia con la pérdida de estructura en los quesos
provocando defectos en la textura (Mazorra-Manzano et al., 2013). No obstante,
esta enzima es utilizada en la cultura del medio oriente en la elaboracion de quesos
regionales como el tipo “Dali” y “Dangke”, donde de manera tradicional se utilizan
soluciones saladas o cubiertas de hojas de plantas locales para disminuir el gusto
amargo (Surono et al., 2015), de hecho, Prasetyo y colaboradores en 2015 han
sugerido la utilizacion de CaCl como un medida de disminucion de los péptidos
amargos producios por la hidrdlisis de esta enzima, sin embargo es necesaria mas
investigacion al respecto. En conclusion; la utilizacion de papaina en este trabajo
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sugiere cambios positivos, especialmente en el analisis sensorial durante la
maduracion del queso tipo sardo argentino, no obstante, no es factible utilizarla para
acelerar la maduracion del mismo en las concentraciones propuestas, debido al
incremento del gusto amargo.

(adherencia,
deforbilidad,
solubilidad)

—e— C10 (30 dias)
—e— (5 (30 dias) ©- €10 (60 dias)

O (5 (60 dias)
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—w— 5 (120 dias)

Figura 1. Analisis sensorial a 30, 60y 120 Figura 2. Analisis sensorial a 30, 60y 120
dias de queso sardo tratado con proteasa dias de queso sardo tratado con proteasa
vegetal C5 (5g/100L) vegetal C5 (10g/100L)
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