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Summary

Curing the ripening of three different series of Manchego cheese,
the soluble nitrogen increased in six months to about 23 percent of total
nitrogen in two of the series, and to 30 percent in the third series.
About half of the soluble nitrogen was nonprotein nitrogen. In all the
series the level of soluble polypeptides fluctuated during ripening bet-
ween 10 + 2.5 percent of the total nitrdgen. The higher levels of soluble
and nonprotein nitrogen observed in one of the series were due to a large
amount of olygopeptides in this series. The aminopeptidase and deaminase
activities of lactic acid bacteria were similar in all the series accor-
ding to the evelution of aminc and ammonia nitrogen. The faster and grea-
ter extent of proteolysis observed in one of the seriles seems to be due
to a greater chymosin activity..

Resumen

Ourante la maduraciénde tres series diferentes de gueso manchego
el porcentaje de nitrégeno solubilizado se elevd, a los 6 meses, al 23
p.100, en dos de las series; y al 30 p.100, en la tercera serie. En las
tres serles de quesos, aproximadamente el 50 p.100 del nitrégeno soluble
estaba constitulide por nitrégeno no proteico. Los polipéptidos solubles
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fluctuaron durante la maduracidén de las tres series en torno al 10 + 2.5
p.100 del nitrdgeno total. Les mayores niveles de nitrégeno soluble vy
nitrégeno no proteico observades en una serie se deben fundamentalmente
a la mayor riqueza en oligopéptidos.tas actividades aminopeptidasa y dea-
minasa de las bacterias ldcticas fue similar en las tres serles de que-
sos, a juzgar por la evolucidn del nitrégenc aminice y amoniacal. ta ma-
yor velocidad y extensidn de la proteolisis observada en una de las tres
series de quesos parece ser debida, por tanto, a una mayor actividad qui-
mosinica.

Durante la maduracidén del quess los compuestos nitrogenades experi-
mentan importantes cambios al ser progresivamente hidrolizados. Clésica-
mente, el cursc de la proteclisis se ha seguido analizando guimicamente
fracciones tales como el nitrdgeno soluble, el nitrégeno no proteico,
el nitrégeno aminico y el nitrdgeno amoniacal. Algunas de estas fraccio-
nes nitrogenadas han sido determinadas durante el proceso madurativo del
queso manchego en estudies realizados por Roman(22), Ramos y Martinez-
Gastro (21), Ndfiez y Martinez-¥oreno (17}, Ordofiez et al. (18) y Jiménez
et al. (6).

Al término de la maduracién, cada variedad de quesc suele ofrecer

un perfil nitrogenado relativamente constante y peculiar, claramente re-
lacionado con sus caracteristicas organolépticas propias y diferenciales.
ta distribucién del nitrégenc en el queso manchego maduro comercial fue
analizada por Marcos et al. {10) y mis recientemente por Milldn (14),
junto a la de otros quesos espafioles.

En publicaciones precedentes hemos expueste los cambios de las ca-
sefnas y sus primeros productos de degradacién insolubles {15} y la for-
macién de los primeros polipéptidos solubles (12} durante la maduracidn
de tres series diferentes de queso manchego. Ahora exponemos los cambios
en la distribucidn del nitrdgeno durante la maduracidn de las tres series
citadas, y en otra publicacién prdéxima {13} nos referiremcs a la forma-

cién de los aminodcidos libres individuales.

Material y Métodos

Quesos. Una serie de quesos f{serie A) fue elaborada artesanalmente con
leche cruda de oveja coagulada a 322 C con cuajo de ternero. Otras dos
series fueron fabricadas industrialmente con leche pasterizada a 75% C/17
s, que se coagulé afiadiéndole Cl,Ca, fermentos ldcticos y cuajo de terne-
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ro. En una de las series (la B) se utilizé leche pura de oveja, y en la
otra (serie £}, una mezcla de leche de vaca, oveja y cabra.

Después de la salazén (dia O de maduracién) los quesos se mantuvie-
ron en cimaras de fermentacién a unos 122 C durante un mes y sequidamente
se almacenaron en una camara comercial a 42 C.

Determinacién de la composicién quimica bruta.

las muestras analiticas se prepararon seqgln la UNE (24). E1 extracto
seco se determiné como describe Kosikowski (9); la proteina bruta, por
el método de Kjeldahl {1); la grasa, por el método de Gerber (16]); y el
scido léctico y las cenizas, por los métodos de la A.0.A.C. (1),

La composicién quimica bruta del extracto seco de las tres series
de quesos se indica en la tabla I.

Tabla 1. Conm osiciédn uimica bruta del extracto seco de los uesos de
q
las tres series.

Componente Serie A Serie B Serie C
g/100 g extracto seco

Grasa 55,87 : 56,38 54,49
Proteina (N x 6,38) 37,06 35,28 38,01
Ac. Yéctico 1,08 1,45 1,14
Cenizas 6,36 6,55 6,90
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findlisis de la distribucidn del nitrégeno.

El nitrdgeno total soluble a pH 4,4 y no proteico (soluble en ATCA
al 12 p.100)se determiné por el método de Johnson {7). £1 nitréqeno ani-
mico se determindé por el método de Sorensen {5), y el de las bases voli-
tiles, por el método de Conway (5).

Resultados y discusién

Polipéptides solubles. En la figura | se representa la evolucidn del ni-
trégenc soluble a pH 4,4, observada durante la maduracidn de tres parti-
das de queso manchego (12}); y en la figura 2, la evolucién del nitrégeno
no proteico (soluble en ATCA al 12 p.100}. tas proporciones relativas
tante de nitrégeno soluble (NS) como de nitrégeno no proteico (NNP) son
mayores en la serie de quesos B gue en las otras dos series, siendo en

cada serie muy similares los cursos evolutivos del NS y NAP durante los
cuatro primercs meses de maduracién {figuras 1 y 2).

Entre los & y los 6 meses de maduracidn se observa que mientras la
proporcién relativa de NS tiende a aumentar ligeramente en las tres se-
ries de quesos, la proporcidn relativa de NNP tiende, en cambio, a des-
cender ligeramente. Pese a esta diferencia al término de la maduracién,
las correlaciones existentes en cada serie de quesos entre el NSy el
NNP son altamente significativas (P((LOOI), lo gue indica que las tasas
de polipéptidos solubies a pH 4,4 (e insolubles en ATCA) deben ser razo-
nablemente constantes en cada serie de gquesos a lo largo de su madura-
cién. En efecto, en las tres series de quesos el nivel de polipétidos
solubles oscila, a lo largo de la maduracidn, en torno al 10 + 2,5 p.100
del nitrégeno total (figura 3). B

Los polipéptidos solubles (tipo proteosa y peptona) que integran
esta fraccién incluyen, en la serie A, los fragmentos N-terminales de
las caseinas que proceden fundamentalmente de la hidrélisis de las al-
fag-caseinas por el cuajo y, en menor grado, de la hidrélisis de las be-
ta-caselnas por la proteasa alcalina de la leche (15, 12). En la serie
C se incluyen, ademds, los fragmentos C-terminales de las beta-caselnas
liberados por el cuajo, que en los quesos de la serie B alcanzan una alta
proporcién  tras la primera semana de maduracién (15, 12).
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£l incremento 'al término de la maduracidén de la propercién de poli-
péptidos solubles (figura 3) explica la reduccidén relativa del NNP obser-
vada mientras aumenta la proparcidn de NS (figuras 1 y 2).

Oligopéptides. El hecho de gue el nivel de polipéptidos solubles se man-

tenga razonablemente constante durante la maduracién indica que su velo-
cidad de formacidn estd compensada por la velocidad de su hidrélisis a
compuestos solubles en ATCA (oligopéptidos y aminodcidos) por la activi-
dad aminc y endopeptidisica de las bacterias lacticas (2, 3 y &).

La fraccién de oligopéptidos se ha calculado deduciendo del NNP el
nitrégenc titulable en presencia de formol {NF}. En las tres series de
quesos los cambiocs en la distribucién del nitrégeno de los oligopéptidos
(figura 4) son paralelos a los del NNP (figura 2} debidec a que constitu-
yen una alta proporcidn del mismo.

En los quesos de la serie B, en los gue la proteolisis fue mas répi-
da y extensa (15, 12), también la proporcién de oligopéptidos es notable-
mente mayor que en las otras series, como en el case del NS y NNP.

A pesar de la cantidad relativamente alta de péptidos, en los quesos
de la serie B no se detecté sabor amargo, posiblemente debido a que la
leche de oveja no suele originar péptidos amarges cemo la de vaca (20).

Aminodcides libres. Por la actividad aminopeptiddsica de las bacterias
l4cticas, a partir de los péptidos se forman aminodcidos libres, princi-
pales componentes nitrogenados de la fraccidn que resulta de deducir el
nitrégeno de las bases voldtiles (NH. , etc.) del nitrégeno del formol
{(NF).

La formacidn de aminodcidos libres durante la maduracidn de las tres

series de quesos sigue aproximadamente el mismo curso {figura 5). El ni-
vel de aminoAcidos libres en la serie B no es mayor que en las restantes
series (come ocurria con las fracciones solubles superiores), lo que su-
giere que la actividad aminopeptiddsica en esta serie es normal {aproxi-
madamente igual 2 la de las otras series).

Esta fraccién también puede contener cierta cantidad de tiramina
y otras aminas bidgenas (23) resultantes de la decarboxilacidn de la ti-
rosina y otros aminodcides por las aminodcidodecarboxilasas bacterianas,
que liberan CO , y la amina primaria que corresponde al sustrato. En el
queso manchego maduro han sido identificadas cuatro alquilaninas prima-

rias 'y dos secundarias (25).
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Amonfaco. Durante la maduracién de las tres series de guesos se forman
peguefias cantidades de sustancias nitrogenadas voldtiles, que sélo alcan-
zan al término del estudio el 2-3 p.100 del nitrégeno total {figura 6).

El amonfaco (principal componente) procede de la desaminacidn de
les aminodcidos libres, que pueden sufrir la degradacién de Strecker,
origindndose aldehidos con un 4tomo de carbono menos que el aminodcide
precursor correspondiente. Particularmente importante es la degradacién
por esta via de la metionina que origina metional (B8). Aunque la metioni-
na es un aminodcide libre normalmente presente en el queso manchego (25,
11y 19), en las series de queso B y C no fue detectada (13), posiblemen-
te por haber sido desaminada a metional. Entre los compuestos carbonilo
del queso manchego se ha identificado el metional y otros siete aldehi-
dos, as{ como diez cetonas diferentes (25).
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PIE DE LAS FIGURAS

Figura 1. Evolucién del nitrégeno soluble.
figura 2. Evolucidn del nitrégenc no proteico.
Figura 3. Evolucidn de los polipéptidos solubles.
Figura 4. Evolucidn de los oligopéptidos.

Figura 5. Evolucidén de los aminodcidos libres.

Figura 6. Evolucién del amoniaco.
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