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Summary

During the ripening of three different series of Manchego cheese
the evolution of free amino acids was followed by a semiquantitative me-
thod. A total of 13-14 free amino acids were identified. Total free amino
acids increased during ripening to reach a maximun level of about 1% bet-
ween the 4th and 5th month. From 5th to 6th month of ripening both total
concentration and number -of free amino acids decreased by bacterial dea-
mination and decarboxylation. The predominant amino acids were Val, Leu
+ Ile, and Arg. In none of the cheese series the aromatic amino acids
Tyr, Trp, and Phe, were detected. These were probably decarboxilated to
the corresponding pressor amines, tyramine, tryptamine, and phenylethyla-
mine.In cheeses made with raw milk Met was abundant, but this amino acid
was absent in free state in those cheeses made from pasteurized milk due
probably to deamination to methional. '

Resumen

Durante la maduracidn de tres serles de quesos manchegos se ha se-
guido semicuantitativamente la evolucidn de aminodcidos libres y se han
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identificado en total 13-14 aminodcidos libres. En general la concentra-
cién de los amincécidos libres {y en particular la de los basicos) tiende
a incrementarse durante la maduracién, hasta alcanzar, entre el cuarto
y quinto mes, una concentracién méxima total de- aproximadamente el |
p.100. Entre el quinto y sexto mes de maduracidn se produjo un notable
descenso, tanto de la concentracién total como del ndmero de amindcidos
libres, imputable a desaminaciones y decarboxilaciones Los aminoacidos
libres predominantes fueron Val, Leu + Ile y Arg. En ninguna de las se-
ries se detectaron Tyr, Trp y Phe; aminodcidos probablemente decarboxila-
dos a las correspondientes aminas aromiticas presoras, tiramina, tripta-
mina y fenetilamina. La Met, abundante en estado libre en los quesos
fabricados con leche cruda, no se detectd en los hechos con leche paste-
rizada, probablemente por haber side desaminada a metional.

Durante la maduracidén del queso y debido fundamentalmente a la hi-
drélisis de péptidos por la actividad aminopeptiddsica de las bacterias
ldcticas (4, 6, 8) se van liberando los aminodcidos constituyentes de
las caseinas, que ulteriormente sirven de substratos a transaminasas,
deaminasas y decarboxilasas, y se transforman en otros amincdcides libres
diferentes, aminas, aldehidos y otros compuestos; carbonilo, amonface
y diéxido de carbono.

Los aminodcidos libres influyen marcadamente en las caracteristicas
organolépticas del queso y al conjunto de aminodcidos libres totales se
le atribuye el "aroma de fondo" de los quesos maduros. Se ha sefialado
que entre el aroma del queso y la concentraciédn de determinades aminodci-
dos libres, como la tirosina, el triptéfano,la prolina y el &cido gluta-
mico, existe una relacién definida y que determinados amincdcidos indivi-
duales san responsables de diferentes sabores caracteristicos. A ello
se debe que se hayan realizado midltiples investigaciones sobre los ami-
nohdcidos libres de los quesos (25).

Su estudio en el queso manchego lo iniciaron en 1956 Aparicio Galle-
go y Tauler Martin (3), quienes separaron seils aminodcides por cromato-
grafia monodimensional en papel.

Mediante cromatografia bidimensional Lépezlorenzo et al. (15) sepa-
raron e identificaren 13 amincdcidos libres, en el gqueso manchego.

En una investigacién cualitativa scbre los componentes del aroma
de este nmismo queso, Wirotama et al. (29) detectaron 17 aminodcidos li-
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bres, con un analizador automdtico. Posteriormente, Marcos et al. (17)
analizaron 15 muestras de queso manchego adquiridas en el comercio y
encontraron, en las muestras individuales, de § a 16 aminodcidos libres.
{os amificdcidos identificades fueron semicuantitatificados por el método
de Fisher et al. {12) modificado {17).

Paralelamente a nosotros, Ordofiez y Burgos (21} investigaron, con
~un  analizador, la evolucién de los aminodcidos libres, durante la madu-
racién de una partida de gueso manchego que a los tres meses fue sumergi-
da en aceite de oliva.

Sequidamente expondremos nuestros resultados semicuantitatives rela-
tives a la evoluciée de los aminodcidos libres, durante 6 meses de madu-
racién, de una partida de queso manchego elaborada artesanalmente con
leche cruda de oveja y otras dos partidas fabricadas industrialmente
con leche pasterizada, empleando en una de ellas leche de oveja y en
la otra una mezcla de leche de vaca, oveja y cabra. Con esta publicacién
concluimos el estudio de la proteolisis durante la maduracidén de las
tres partidas {18, 19, 20). '

Material y métodos

Quesos. Una serie de quesos (serie A) fue elaborada artesanalmente con
leche cruda de oveja, coagulada a 32¢ C con cuajo de ternero. Otras dos
series de quesos se fabricaron industrialmente con leche pasterizada
a 752 C/17 s, que se coaguld afiadiendo €1,Ca, fermentos lécticos y cuajo
de ternero. En una de las series (la B) se utilizé leche pura de oveja;
y en la otra (serie C), una mezcla de leche de vaca, oveja y cabra.

Después de la salazén (dfa 0) los quesos se mantuvieron en cémara
de fermentacién, a unos 129 C, durante un mes y seguidamente se transfi-
rieron a una camara comercial, a uncs 42 C.

Preparacién de las muestras. lLas muestras analiticas se prepararon segln
la U.N.E. (28). En una publicacién anterior {20) se indica la composicidn
quimica bruta del extracto seco de las tres series de guesos.

Para la separacién cromatogrifica de los aminodcidos libres de las
nuestras se trataron siguiendo basicamente el procedimiento descrito
por Adamicic et al. {1).
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Aminodcidos de referencia. Con amirodcides puros {Merck p.c.]) se prepar$
una solucidén mixta en CIH 0,1 N, que contiene 800 ng/sel de cada aminodci-
do (excepto de histidina, cuya concentracién fue de 1.600 ng/pl) A partir
de esta solucidn madre se prepararon diferentes -diluciones.

Separacién cromatogréfica. Como soporte se utilizé papel Whatman n2 3,
de 20 x 20 cm, y como sistema solvente para la primera dimensién {desa-
rrollada en la direccién de la miquina del soporte), n-butancl: 4cide
acético: agua {80:20:20 v/v); y para la segunda dimensidén, fenol: agua
{75:25 p/p) con 0,01 p.100 de Titriplex ITI. A los cromatogramas se apli-
caron con micropipeta diferentes voldmenes de las soluciones problemas
o diferentes cantidades de las soluciones de los aminodcidos de referen-
cia (0,5, 1,06, 2,0, 4,0 y 8,0 ng xl(}3 , de cada aminoacide patrdn, excep-
to de histidina: doble cantidad).

Revelads. Los aminodcidos separades se revelaron pulverizande los croma-
togranas con el reactivo de la ninhidrina-collidina.

Semicuantificacién. Los amincacidos libres fueron semicuantificados por
el método de Fisher et al.(12) aplicado por Marcos et al.(17) a la croma-
tografia bidimensional ascendente. El drea de las manchas de los aminod-

cidos separados en los cromatogramas revelados se estimd planimétricamen-
te (con planimetro de Ott) y segquidamente se hallé para cada aminoécido
de. referemcia la ecuacién de la mejor recta de ajuste entre el logaritmo
de la cantidad de sustancia (en ng) y la raiz cuadrada del 4rea de difu-
sién (en am):

- -, .
log ng = a, ‘\ mne o+ ag;

ecuacidn en la gue las constantes de regresidn 2y ¥ 2g, correspondientes
a los distintos aminodcidos, fueron las siguientes:

Aminoacido al aO Aminodcido a1 aO
Ala 0,12 4,49 Lys 0,19 4,17
Arg G,i8 4,35 Het 0,09 4,73
Asp 0,16 4,15 Orn 0,22 3,61
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Amingécidos 2 = Aminoécidos a) 3y
Glu 0,19 3,89 Phe 0,12 5,33
Gly 0,24 3,39 _ Pro 0,13 4,82
His 0,42 2,36 Thr - 0,13 5,36 |
Leu 0,09 5,18 Val 0,09 4,73

A partir del 4drea de difusién de cada aminoécidoe problema, se cal-
culé su concentracién (en ng/l0 Mlde muestra cromatografica aplicada},
mediante las correspondientes ecuaciones de regresién:

y = ax+ 2

. 1 os valores correspondientes a la histidina se multiplicaron por
2 (doble umbral de deteccién).
Finalmente se calculé la concentracién de cada aminodcido en mg/100
gramos de queso.

Resulitados

Los aminodcidos libres semicuantificados a le largo del proceso
nadurativo (6 meses) de los quesos manchegos elaborados con leche cruda
de oveja (serie A}, con leche pasterizada de oveja (serie B) y con leche
pasterizada de vaca, oveja y cabra (serie C) se indican, respectivamen-
te, en los cuadros I, IT y IIL. '

Discusiédn

Aminodcides libres detectados en el queso manchego.

En el cuadro IV se indican los 13-14 aminodcidos libres detectados
cromatogrificamente en el curso de la maduracién de las tres serles de
queso, asi como los detectados previamente. en otras investigaciones
sobre esta variedad de gueso. En ninguna de las series de queso objeto
de estudio se ha detectado tirosina ni fenilalanina; aminodcides, ambos,
detectades en estado libre en todos los estudios precedentes sobre este
tipo de queso (15, 29, 17, 21). La no deteccidén de tirosina podria deber-
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Cuadro I. Evolucién de los aminodcidos libres en los quesos de la serie
A(a’ (mg/100 g queso).
Dias de
jmadura- [Lys 3 Orn [Met | Pro [Glu JArg |AlafAspiVal{ Gly| Led Hid Ser{Thr Total
cién
Cuajada
0
3 3 2 87 92
6 2 2 98 102
9 10 5 68 12 5 100
12 1 3 108 7 4 8 3 134
15 9 & 79 3 9 6 3 29 142
19 i1 3 63 2. 10 6 2 42 12 151
32 32 11 129 1510 47 10 7 127 200 34 19 2 643
38 24 7 127 9 4 4713 3 117 BCR AN 408
46 25 8 121 1o 7 11 7 98 . . | féﬁ }{. 325
60 12 16 167 12 7 36 29 8 }97 5 ‘708 59 1 657
99 3 178 13 6 4922 4 166 4 83 41 569
122 7 248 22 26 97 29 11 3356 23 228 38 2 48 1115
152 198 18 184 3521 36 18 7 298 16 115 38 22 1000
183 i56 13 149 11 12 14 8 1386 75 574

(a) Elaborados artesanalmente con leche cruda de oveja.
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Cuadre II. Evolucién de los aminodcidos libres en los guesos de la serie
(a) |
B (mg/100 g queso).

!

Ezzzr:f Lys Orn Met Pro Glu Arg Ala Asp Val Gly-Leu His Ser Thr ¥ota}'
£1an
Cuajada 9§ g
0 2 2
3 12 4 18 11 11 56
6 10 3 19 10 6 144 56 248
9 '5 g 3 17
12 10 6 13 8 286 ¢ 2 491 i 3 EOé
15 & 8 9 8 11 7 2 127 1 40 217
18 Zh 12 16 16 27 13 4 §7 2 21 8B 238
24 2% 10 25 24 76 10 S5 166 5 34 16 395
30 14 7 i0 11 6 363 57 468
37 27 10 16 12 48 12 346 2 89 306 542
i 2 18 14 19 56 19 6 397 3 122 70 729
59 10 24 26 28 114 29 8 430 5 170 46 896
93 8 9 19 26 31 4 387 27 170 53 134
116 17 24 49 183 33 | 9 148 4 266 72 55 860
149 21 8 27 81 53 19 13 250 15 230 947
180 29 g 17 719 11 10 157 17 329

(a) Fabricados industrialmente con leche pasterizada de oveja.
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Cuadro III. E{oaucién de los aminodcidos libres en los guesos de la serie
a
C {mg/100 g gueso).

Dias de _
madura- Lys Orn Met Pro Glu Arg Ala Asp Val Gly Leu His Ser Thr Total

cibn

Cuajada
0 22 5 26 10 23 13 3 102 |
3 11 5 2 9
6 31 4 19 9 1 2 59 2 2% 164
9 23 6 17 8 4k 12 2 220 132
12 B 5 12 11 24 8 2 &5 21 136
‘15 115 13 14 26§ 2 109 36 225
18 49 11 18 27 40 10 3 53 2 20 31 3 267
24 35 10 18 38 45 7 & 68 6 21 15 6 273
30 45 6 59 15 18 50 34 4 226 3 55 718 30 629!
38 1ro17 23 37 62 46 5 236 & 87 73 3 604
45 28 2 13 19 70 19 & 180 3 49 110 3 590?
_ 59' 11 37 58 50 2 353 15 140 179 5 850 1
91 29 37 90 30 4 283 12 122 192 800
113 126 9 27 34 42 13 8 214 5 98 353 2 929
153 10t 11 36 34 93 17 8 204 11 122 215 858 |
182 161 11 16 27 27 71t 9% 10 45 bt |

(a) Fabricados industrialmente con leche pasterizada de vaca, oveja y ca-
bra.
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Cuadro IV. Amincécidos libres detectados

en el queso manchego.

Aminodcido  Lépez

Wirotama Marcos

Ordofiez Serie Serie  Serie

Cetal. etal.  etal. yBurgos

(1962) (1973} {1979) (1980) & B C
Asp + + + + + + +
Glu + + + + + + +
Gly + + + s + + +
Ala + + ) + + + +
Tyr kS + + ¥ - - -
Ser . + Ea + + S+ +
Pro E Ve + + ! R +
Leu (E) + + e g e + +
?h‘é'(E) + T+ + R - - -
‘Ais {e) + + + B + + +
“;Lys () = + + o e # + +
Thr {£) - + + + +° Trazas Trazas.
val (E) - T4 + 4 + o +
Arg + Trazas + + + + s
,_Heﬁ (E) - + + + + - Trazas
‘1le (E) - N - + - - -
Arn - - + - + + f*
Trp (E) + - - + - . - .\ -
Cys - Trazas - - - - -

= Esenclal para el hombre; (e}

= Esencial para 21 nifo.
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se a su decarboxilacidn para formar tiramina y COZ’ ya gue muchas bacte-
rias de la leche poseen amincdcido-decarboxilasas que originan en el
quesc considerables cantidades de tiramina y otras aminas bidgenas (26).
la fenilalanina también podria haber sido decarboxilada a la correspon-
diente amina aromitica. La isoleucina, presente en el queso manchego
(29, 21) y abundante tanto en la leche de oveja como de vaca, no es dis-
tinguible por cromatografia en papel (15, 17), por tener la misma migra-
cién que la leucina y formar con ella una mancha dnica.

Tampoco hemos detectado triptéfano libre; aminodcido poco abundante
en la caseina entera, que sélo ha sido detectado en el queso manchego
por Lépez et al. {15) y por Ordefiez y Burgos {21). ta no deteccién de
cistina en el queso manchego (15, 17, 21), sélo hallada vestigialmente
por Wirotama et al (29), no es extrafia, puesto que también es un aminod-
cido poco abundante en la caseina entera y que raramente se encuentra
en los quesos madurados por bacterias {2, 23).

{a ornitina, detectada en las tres series de quesos, dnicamente
habfa sido detectada anteriormente en el queso manchego, per nosotros
{17). Este aminodcido, ausente en la caseina, se ha encontradc también
en otros tipos de queso {16, 24, 22, 7, 9, 11, 10), y puede originarse
gor transformacidén de la arginina en ornitina, amoniaco ¢ urea y didxido
de carbeno (5). .

La metionina, detectada en cantidad abundante durante la maduracidn
de los guesos elaborados con leche cruda de oveja {serie A), no fue en
‘cambio detectada apenas en los fabricades con leche pasterizada (sélo
s¢ hallé en un gqueso de la serie C}. Este aminodcido tampoco fue detecta-
‘do en el queso manchego por Ldpez et al. (15). La metionina es un aminod-
cido particularmente sensible a la desaminacidén por la degradacidn de
Strecker, que libera amonfaco y metional{l13). Entre los compuestos carbo-
nilicos del queso manchego se han identificado el metional y otros siete
aldehdes, asi como 10 cetonas diferentes (29). ' '

Cronclogia de la liberacién de aminodcidos.

En los cuadros I a III los amincdcidos libres, del queso manchego,
han sido dispuestos en orden de deteccidén a lo largo del proceso madura-
tivo. En los quesos elaborados con leche pasterizada (series B y C),
la liberacidén de aminodcidos es en general mds precoz que en los quesos
preparados con leche eruda (serie A). En el queso Cheddar,'Fabricado con
leche cruda, se ha sefialado, sin embargo, que los aminodcidos libres
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aparecen antes que en el fabricado con leche pasterizada (14},

Al comienzo de la maduracién (dia 0) se detectan ya 7 aminodcides
libres en los quesos fabricados con mezcla de leche de vaca, oveja y
cabra (serie C), mientras que en la serie B se detecta el mismo nimero
a los 6 dias; y en la serie A, a los 12 dias.

El aminodcido esencial lisina es el que se libera més precozmente.
Se detecto aln en una de las cuajadas. Los hidroxiaminodcidos treonina
y serina fueron los de aparicién mas tardia.

Cursec evolutivo de los aminodcidos libres.

Durante la maduracidén de las tres series de quesos los aminoédcidos
libres individuales experimentan amplias fluctuaciones si bien, en gene-
ral, su concentracidén tiende a aumentar con la edad del queso {particu-
larmente la de los aminodcidos bésicos), hasta alcanzar, hacia los 4-
5 meses de maduracién, una concentracién de aminodcidos libres totales
de aproximadamente el 1 p.100 (cuadros I-III y figura 1). En el queso
manchego maduro la concentracién media de aminodcidos libres totales se
aproxima también al 1 p.100 (17). E€n el queso manchego madurado en aceite
de oliva, Ordofiez y Burgos {21) comprobaron que todos los aminodcidos
incrementaban su concentracién a lo largo de los 11 meses de maduracién,
excepto la arginina, que alcanzaba el méximo nivel a los 6 nmeses para
luego decrecer; y el 4cido glutdmico, cuyo nivel se estabilizaba a partir
del cuarto mes.

La evolucidén de los aminodcides libres totales es muy similar en
las tres series de quesos. Se incrementa répidamente su concentracidn
durante el primer mes de maduracidn; y luego, mas lentamente, hasta el
cuarto-quinto mes; momento- a partir del cual se observa un notable des-
censo, tanto cualitativo como cuantitativo, de aminodcidos libres (figura
1), a pesar de que entre el quinto y sexto mes de maduracién se produce
un brusco incremento del nitrdgeno aminico en los quesos de las series
B y C, fabricados con leche pasterizada (20). La actividad aminopeptidé-
sica de las bacterias lécticas parece, por tanto, ser similar en las
tres series, como ya hablamos sefialado (20). El hecho de que al final
de la maduracién disminuya bruscamente la concentracién de aminodcides,
paralelamente al brusco aumento del porcentaje de nitrégeno aminico (20)
sugiere una intensa formacién de aminas por las aminoécidodecarboxilasas
de las bacterias aerobias.

-11-
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En el queso manqﬁego sumergido en aceite, en el que las condiciecnes
son mas anaerébicas, la formacidn de la mayoria de los aminodcidos libres
se acelera, en cambio, hacia los tres-cinco meses y suU concentracidn
sigue aumentando progresivamente hasta los 11 meses (21).

La no detecciéﬁ: de tirosina, fenilalanina, podria ser resultado
de su decarboxilacién a las correspondientes aminas aromiticas presoras,
tiramina, fenetilamina, triptamina e ~histamina. En el queso manchego
maduro han sido identificadas cuatro alguilaminas primarias y dos secun-
darias (29). El consumo de queso manchego maduro podria producir por
tanto la "reaccidén delqueso" en consumidores sometides a tratamiento
antidepresivo con inhibidores de la monoamina oxidasa {MAQ) (27).

En las series B y C la formacidén de metional por desaminacién de
‘la metionina, no detectada en los quesos de dichas series, contribuirfa
- también a la reduccidéndel nivel total de amincicidos libres.

Amincédcidos libres predominantes.

Los aminodcidos libres que predominan cuantitativamente en las tres
series de quesos son Val, Leu + lle y Arg. Los detectados en menor cuan-
tia fueron Ser, Gly, Asp y Orn. En los quesos elaborados con leche cruda
de oveja {serie A) predominan también la metionina (practicamente inde-
tectada en los quesos fabricados con leche pasterizada) y la lisina.
En los quesos elaborades con mezcla de leche de vaca, oveja y cabra {se-
rie C) la histidina alcanza mayores niveles que en los quesos hechos
con leche de oveja.

Los aminodcidos libres mas abundantes en el queso manchego madurado
en aceite fueron Lyss, Leu, Val, Phe e Ile {21).

Los valores medios hallados en el andlisis semicuantitativo de 15
muestras comerciales de queso manchego indican que en esta variedad los
aminoicidos predominantes son la leucina + isoleucina (250 mg/100 g de
queso) y la lisina e histidina (EE‘ 200 mg/l00 g) (17). tos detectados
en menor cuantia fueron, igualmente, Ser, Gly y Orn (17).
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