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Resumen

Resumen

Esta tesis doctoral tuvo como objetivo general establecer los métodos vy
parametros ultrasénicos de inspeccion que pueden ser Utiles para el control de
calidad en el proceso de elaboracién de quesos de Extremadura de pasta blanda
elaborados a partir de leche cruda de oveja y coagulante vegetal, Torta del Casary
Queso de la Serena. El uso de los ultrasonidos como herramienta de control de
calidad abarco tanto el proceso de cuajado y de maduraciéon como la calidad del

producto terminado.

En cuanto al proceso de cuajado, la evaluacién de varios parametros
ultrasénicos permite determinar el estado de la leche cuajada de forma rdpida y
econdmica, satisfaciendo asi las demandas a las que se enfrentan los industriales de
este sector. Asi, el primer capitulo de este trabajo describe un método ultrasénico
no destructivo que permite la monitorizacién in situ de las propiedades fisicas
cambiantes de la leche durante el proceso de cuajado. Los objetivos basicos de esta
parte del estudio fueron, por un lado, confirmar la utilidad de los parametros de
ultrasonidos convencionales (tiempo de vuelo (TOF) y atenuacion (AT) de las ondas
ultrasénicas) en el seguimiento del proceso el cuajado de la leche de oveja, y, por
otro, incluir otros parametros de ultrasonido que no han sido considerados
previamente en estudios de control de calidad, en particular, los parametros
proporcionados por el estudio de la sefal en el dominio de la frecuencia mediante la
Transformada Rapida de Fourier (FFT). El estudio experimental se llevé a cabo a
escala industrial sobre cuatro muestras de leche cruda de 52 litros en las que se
sumergieron transductores de ultrasonidos de 500 kHz. Se midieron los parametros
fisicoquimicos mas relevantes de la leche cruda (pH, materia seca, proteina, grasa 'y
lactosa), asi como la temperatura de las muestras de manera simultanea a las
mediciones ultrasénicas durante los procesos de cuajado. Los cambios en los
pardmetros de ultrasonido se correspondieron con la fase enzimatica y la de
agregacion del cuajado, con un aumento en la primera fase de la velocidad de
propagacion (UPV), y disminuciones en la atenuacién y frecuencia de las ondas
ultrasdnicas transmitidas, hasta alcanzar las respectivas mediciones cierta estabilidad
gue se mantuvo hasta el final del proceso de coagulacion. De estos resultados se
dedujo que el tiempo de corte es aproximadamente 6 veces el tiempo de cuajado.
El tratamiento de estos datos también incluyd el analisis de correlacion lineal de los
parametros de ultrasonidos antes mencionados y las propiedades fisicoquimicas de
la cuajada. Asi, el comportamiento de los parametros extraidos de la FFT se

correlaciond positivamente con el de la UPV mientras que leches crudas que tenian

3



coeficientes de atenuacién de ultrasonido mas bajos experimentaron una
disminucion relativa menor en el tiempo de vuelo de las ondas medido durante el
cuajado. De particular interés fueron las correlaciones observadas entre: (a) el
contenido de proteina de la leche cruda y los pardmetros frecuenciales, y (b) el
contenido de proteina y la atenuacidn de los parametros frecuenciales durante el

proceso de cuajado.

El segundo capitulo de este trabajo tuvo como objetivos especificos establecer
los parametros de ultrasonidos que pueden ser tiles para clasificar los defectos en
quesos de leche cruda de oveja de pasta blanda durante el proceso de maduracidn
tomando como modelo la Torta del Casar. La técnica para la evaluacidn de los quesos
por ultrasonidos fue mediante transmisidn utilizando dos parejas de transductores
con diferentes frecuencias de resonancia (V150 y V151). Durante el proceso de
maduracion se evaluaron por ultrasonido 1 lote de queso estandar y 3 lotes de queso
defectuoso (poblaciéon microbiana anémala, cuajada de prensado inadecuado y
cuajada de prensado excesiva). Se calcularon diversos parametros ultrasénicos
relacionados con la velocidad, atenuacidn y frecuencia y se correlacionaron con las
propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de los quesos. Los datos de ultrasonido
obtenidos con el transductor mas eficiente (con frecuencias de resonancia préximas
a 250 kHz; V150) se consideraron variables en el andlisis discriminante lineal para
intentar la clasificacion del queso en diferentes periodos del proceso de maduracion.
Los modelos permitieron distinguir los quesos blandos defectuosos de los estandares
con buena precisidn, principalmente en las etapas finales de maduracién. La
diferenciacién de las muestras de queso de 2 de los lotes de queso defectuosos
(poblacién microbiana anémala y cuajada de prensado inadecuada) del estandar se
atribuyd principalmente a diferentes valores de los parametros relacionados con la
atenuacion, mientras que para las muestras del otro lote defectuoso (cuajada de
prensado excesiva), varios parametros relacionados con la velocidad y la frecuencia

fueron responsables de tal discriminacién.

En el tercer capitulo se estudio la relacion entre los atributos de calidad y los
parametros de ultrasonidos de los quesos de pasta blanda con Denominacién de
Origen Protegida (DOP) de “Torta del Casar” y “Queso de La Serena”. Para ello, se
tomaron muestras de queso de seis industrias lacteas diferentes (tres por cada DOP)
en dos temporadas diferentes. La técnica para la evaluacién ultrasénica fue la misma
que se utilizé en el capitulo 2. Los parametros de ultrasonidos relacionados con la
velocidad, atenuacion y frecuencia se calcularon y correlacionaron con las

propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas, reoldgicas y sensoriales de los quesos.
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Resumen

Varios parametros ultrasénicos mostraron una alta correlacién con los cambios en las
propiedades fisicoquimicas, texturales y sensoriales de este producto, que se
asociaron parcialmente con la actividad microbiana. Entre estos, destaca la
correlacion negativa del descriptor sensorial “firmeza” con el médulo elastico de
volumen (k). Los modelos predictivos logrados por el método de regresion lineal
multivariante (MLR) mostraron los coeficientes de correlacién mas altos para la
firmeza por analisis de compresidon de textura (TCA) y el descriptor sensorial
“intensidad”, incluyendo como variables explicativas para ambos modelos, los
parametros frecuenciales extraidos de la Transformada Rapida de Fourier (FFT) y los
parametros de atenuacidn. Este trabajo destaca la capacidad en linea del ultrasonido
para la evaluacién de la calidad no destructiva de quesos tradicionales de pasta
blanda de Extremadura basado en el potencial predictivo de varios parametros

ultrasdnicos secundarios no empleados habitualmente en este tipo de estudio.
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Introduccion

1.- EL QUESO

El término queso es el nombre genérico con el que se designa a un grupo de alimentos
producidos a base de coagulacion de leche y en ocasiones su posterior maduraciéon donde se
produce una fermentacién que da lugar a una amplia gama de sabores y formas en todo el
mundo. Una definicién sencilla seria la dada por el diccionario de la Real Academia Espaiiola
qgue define al queso como “el producto obtenido por maduracién de la cuajada de la leche
con caracteristicas propias para cada uno de los tipos segln su origen o método de
fabricacion”. En la norma de calidad para el queso y quesos fundidos (Real Decreto
1113/2006) “se entiende por queso el producto fresco o madurado, sélido o semisélido,
obtenido de la leche, de la leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del suero de
mantequilla o de una mezcla de algunos o de todos estos productos, coagulados total o
parcialmente por la accidn del coagulante u otros coagulantes apropiados, antes del
desuerado o después de la eliminaciéon parcial de la parte acuosa, con o sin hidrdlisis previa
de la lactosa, siempre que la relacién entre la caseina y las proteinas séricas sea igual o

superior a la de la leche”.

Una definicion mas ajustada y especifica es la encontrada en la norma general del
Codex Alimentarius para el queso (CODEX STAN 283-1978): Se entiende por queso el
producto blando, semiduro, duro y extraduro, madurado o no madurado, y que puede estar
recubierto, en el que la proporcidon entre las proteinas de suero y la caseina no sea superior

a la de la leche, obtenido mediante:

(a) coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, leche desnatada/descremada,
leche parcialmente desnatada/descremada, nata (crema), nata (crema) de suero o leche de
mantequilla/manteca, o de cualquier combinacién de estos materiales, por accién del
coagulante u otros coagulantes iddneos, y por escurrimiento parcial del suero que se
desprende como consecuencia de dicha coagulacién, respetando el principio de que la
elaboracion del queso resulta en una concentracidon de proteina lactea (especialmente la
porcion de caseina) y que por consiguiente, el contenido de proteina del queso debera ser
evidentemente mas alto que el de la mezcla de los materiales lacteos ya mencionados en

base a la cual se elaboré el queso; y/o (b);

(b) técnicas de elaboracién que comportan la coagulacién de la proteina de la leche
y/o de productos obtenidos de la leche que dan un producto final que posee las mismas

caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas que el producto definido en el apartado (a).
Por otro lado, se especifica los siguientes aspectos:

e Se entiende por queso sometido a maduracion el queso que no esta listo para
el consumo poco después de la fabricacién, sino que debe mantenerse

durante cierto tiempo a una temperatura y en unas condiciones tales que se
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produzcan los cambios bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos del
gueso en cuestién.

e Se entiende por queso madurado por mohos un queso curado en el que la
maduracién se ha producido principalmente como consecuencia del
desarrollo caracteristico de mohos por todo el interior y/o sobre la superficie
del queso.

e Se entiende por queso sin madurar el queso que esta listo para el consumo

poco después de su fabricacion.

1.1.- CLASIFICACION DE QUESOS

Sandine y Elliker (1970) describieron la existencia de 1000 variedades de quesos en el
mundo. Esta amplia variedad de quesos existentes hace que no sea sencillo realizar una
clasificacion de estos. Walter y Hargrove (1972) describieron mas de 400 variedades y
propusieron un agrupamiento en 18 tipologias en base a su proceso de elaboracién, mientras
que Burkhalter (1981) clasificé aproximadamente 500 variedades teniendo en cuenta tres
factores: tipologia de la leche, contenido de humedad y maduracién. Mas recientemente, se
ha indicado que el nimero de tipos de quesos puede ser de aproximadamente 1500 (Fox et
al., 2017).

Los quesos han sido clasificados desde el siglo XX por distintos autores en diferentes
grupos atendiendo a diferentes aspectos. La clasificacion mas basica y cominmente
extendida es la basada en las propiedades reoldégicas como criterio principal,
categorizandolos en muy duro, duro, semiduro, semisuave, blando, atendiendo al contenido
de humedad del queso. Schulz (1952) fue el primer autor en proponer una clasificacion
estableciendo como criterio principal la textura del queso, dividiéndolos en 5 grupos
principales en base al contenido en humedad (seco, rallado, duro, blando y fresco). La
inclusidon de otros factores como el tratamiento térmico, prensado y contenido en sal dio
lugar a una clasificacion mas definida. Davis (1965) tomando como base una clasificacion
basada en las propiedades reoldgicas considerd otras variables como el tipo de leche,
método de coagulacion, corte de la cuajada, escaldado de la cuajada, desuerado, método
de salado y moldeado, con el fin de dar cabida a la amplia variedad de quesos. En su trabajo
propuso la idea de una posible clasificacion en base a los cambios bioquimicos que ocurren
durante el proceso de maduracién. Sin embargo, aunque se han realizado grandes avances
en este sentido, debido al gran numero de variables que influyen en el proceso resulta
complejo establecer una clasificacidon basada en este criterio. Posteriormente, Scott (1986),
en la misma linea de una clasificacion basada en la textura, realizd subdivisiones
considerando otros aspectos como |la microbiota secundaria y no el método de coagulacién.
En la Tabla 1.1 se muestra una clasificacién en base a la textura, contenido en humedad,
microorganismos responsables de la maduracién y procedencia. Estos criterios permiten

englobar la mayoria de los quesos europeos.
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Introduccion

Tabla 1.1 Clasificacion de quesos mediante su textura, contenido de humedad, agentes de

maduracién (Microorganismos), tipologia y procedencia (Ordéiiez et al., 1998).

Textura Humedad Agente de Tipos de queso Procedencia
maduracion
Muy duro <25% Bacterias Parmesano, Romano Italia
Duro 25-36% Bacterias (Con Emmental Suiza
0jos) Gruyére Francia
Bacterias (Sin Cantal Francia
0jos) Manchego, Castellano, Espafia
Mahdn, Zamorano
Cheddar Reino Unido
Edam, Gouda Holanda
Cacicavallo Italia
Semiblandos 36-40% Bacterias Gallegos, Manchego Espafia
St. Paulin Francia
Lancashire Reino Unido
Bacterias y Limburguer Bélgica
levaduras Tilsit Alemania
superficiales Bel Paese Italia
Munster Francia
Mohos Roquefort Francia
internos Cabrales Espafia
Gorgonzola Italia
Stilton Reino Unido
Danablu Dinamarca
Blandos >40% Mohos Cammenbert, Brie Francia
superficiales
Sin Mozzarella Italia
maduracién Cottage Reino Unido
Burgos, Villalén Espafia
Petit Suisse Francia

Un cambio en cuanto al criterio principal de clasificacidn fue el propuesto por el Prof.
Walstra, considerando el ratio agua/proteina en lugar de la textura (Fox, 1993). Ottogalli
(2001) propuso una clasificaciéon basada en tres grandes familias, lo cual permite agrupar
qguesos con caracteristicas similares de todo el mundo. Sin embargo, esta clasificacion
requiere un conocimiento muy detallado del proceso de elaboracion de cada variedad. El
primer grupo denominado “lacticinia” engloba productos obtenidos mediante coagulacion
acida, con o sin calentamiento, y se subdivide en siete familias. El grupo “formatica” contiene
aquellos productos obtenidos mediante coagulacidon enzimaticas y por tanto la mayoria de
las variedades de queso, siendo un grupo muy heterogéneo todas ellas coaguladas con cuajo.
Este grupo se subdivide en cinco familias, tomando como criterio esencial el contenido de
humedad: muy duro, duro, semiduro, semisuave, y suave, y posteriormente cada familia se

divide en base al proceso de maduracidn. El tltimo grupo es denominado “miscellanea” con
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una coleccién de variedades que incluye quesos procesados, ahumados, rallados y quesos
encurtidos, quesos que contienen ingredientes no lacteos, andlogos de queso y quesos
obtenidos mediante ultrafiltracidn.

Fox et al. (2000) y McSweeney et al. (2004) partiendo de la propuesta de clasificacion
de Fox (1993) de clasificacién de quesos en grandes familias basandose en el método de
coagulacién propusieron un sistema complejo tomando como criterio principal igualmente
el método de coagulacidn con subdivisiones basdndose en agente de maduracién y
caracteristicas del proceso tecnolégico (Figura 1.1)

‘ Andlogos de queso ‘

1

Modificados 0 N

Mediante coagulacién por ‘
calor y acidificacion
Riccota

enzimaticamente e | —

Quesos

De coagulacion 4cida Concentracion y
; ¢m— — cristalizacion del suero

Cottage, cream, quard

Mysost
' Curados ‘ ‘ / Coagulacién por ‘ PrDcesadc’ps ‘
coagulante La mayoria
l / |
‘ Queso normal ‘
Maduracién interna principalmente Maduracién por mohos Maduracion en la corteza
por bacterias
En corteza En el interior
Brie Roquefort
Camembert Stittorn

) ) .

l l l l Con ojos Variedades con Variedades pasta-
Extra-duro Duros Semi duros Blandos alta hilada
concentracion Mozzarella
l l l l l—J_—l de sal Provolone
Domiati
Parmesano Cheddar Mahon Casar Tipo suizo: metabolismo Tipo holandés: Feta
Asiago Cheshire Monterey Serena lactato por metabolismo del
Serpa propinobacterias citrato
Emmental Edam
Gruyere Gouda

Figura 1.1 Esquema de clasificacion de quesos basado en el método de coagulacién como criterio
principal y dividido en categorias teniendo en cuenta el agente de maduracién y caracteristicas

tecnoldgicas (McSweeney et al., 2004).
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Introduccion

Lenoir et al. (1985) propusieron un sistema de clasificacion basado en tres aspectos: el
método de coagulacién, desuerado y operaciones del procesado (corte de la cuajada y
manejo de la cuajada: agitado y calentamiento), y la maduracion del queso. La aplicabilidad
de estos tres criterios para dar cabida a la amplia diversidad de quesos, hicieron que Noél
(2002) se basara en ellos con el objetivo de lograr un sistema de clasificacién global aplicable
a la diversidad existente. Han sido varias las propuestas de modelos o esquemas de
clasificacion de las diferentes variedades de quesos en diferentes familias que agrupen la
amplia diversidad existente. Sin embargo, debido a la amplia diversidad de quesos y variedad
de criterios para su clasificacidon propuestos hace que no exista un consenso en relacién con
su clasificacién. En este contexto, la inclusién de los indices quimicos de maduracion podria
ser una opcidén util para agrupar las diferentes tipologias de quesos existentes en el mundo
(Fox & McSweeney, 2017).

1.2.- EL SECTOR QUESERO EN ESPANA
1.2.1.- El consumo y produccion

El consumo de queso en Espafia ha experimentado un claro incremento en los ultimos
afios hasta llegar a situarse en un consumo por persona de 14,10 kg/afio en el afio 2020
(Figura 1.2). El consumo interior total ha pasado de 458910 toneladas en el afio 2006 a
669407 toneladas en 2020, lo que ha supuesto un incremento de aproximadamente el 46%,
en parte debido al aumento de la poblacién. En relacién con el consumo de queso en los
hogares espafioles, se aprecia una cierta estabilidad en los Ultimos afios, si bien la tendencia
muestra un aumento del 13% respecto al afio 2019, con valores aproximados de 8, 8 kg/per
capita, sin embargo, el consumo de queso de oveja muestra una cierta tendencia al alza
(Figura 1.3). El consumo de queso de oveja en los hogares se sitlio en el afi02020 en 20.786,21

toneladas, lo que supone el 5,11% del total.

La compra de queso por parte de los hogares espaioles durante el afio 2020 se ha
intensificado en todos los meses durante la pandemia. El mayor incremento se registré
durante el mes de abril y mayo, aprecidandose un repunte significativo también durante el
mes de octubre. El menor crecimiento se experimentd en agosto, pese a esto, cerrd en ese

mes con una evolucién del 1,9 % favorable con respecto agosto 2019 (MAPA, 2021a).

En el sector de los lacteos el consumo de queso en kg por persona y afio se sitla en
segundo lugar detras de los yogures. Sin embargo, en términos de gastos es el primero y
concentra el 46,62% del total (MAPA, 2021a). Estos datos muestran una cierta tendencia al
alza del consumo de queso en nuestro pais y con una mayor preferencia por el queso de
oveja. Otro aspecto positivo dentro de este sector es que el autoabastecimiento en los
Ultimos afios se ha incrementado en aproximadamente un 10% para situarse en valores
superiores al 70% (Figura 1.2). En este sentido el aumento del consumo unido a un mayor

autoabastecimiento supone un incremento de la produccién nacional de queso.
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A nivel mundial Espaiia no se encuentra entre los principales paises productores. Asi,
a nivel europeo en el afno 2020 ocupaba la 62 posicidon con el 6% de la produccion total,
aunque distanciada de las grandes potencias Alemania, Francia e Italia. En general, el sector
mantiene una tendencia positiva, con una produccién total de aproximadamente 472 mil
toneladas en el afio 2020 (Figura 1.4). Por tipos de queso, Espafia destaca por la produccion
de queso de oveja. Los principales paises productores de leche de oveja a nivel mundial se
encuentran en la cuenca mediterranea donde la mayor parte de la produccidn de esta leche
se dedica a la produccién de queso. Espaia en el afio 2018 era el tercer pais productor de
queso de oveja a nivel mundial con el 11% de la produccion detras de Grecia (20%) e Italia
(12%) (MAPA, 2021a). A nivel europeo en la Figura 1.5 se muestra la evolucion de Espafia en
la produccidn de queso puro de oveja en los ultimos 10 afios. La produccién, aunque con
fluctuaciones anuales muestra una tendencia clara ascendente hasta situarse en el afio 2020
en las 70 mil toneladas, muy cerca del mayor productor Italia (73 mil toneladas) y por encima
de Francia (63 mil toneladas).
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Figura 1.2. Evolucion del abastecimiento y consumo de kg per capita de queso en Espaiia en el
periodo de 2006 a 2020 (MAPA, 2021a).
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Figura 1.3. Evolucién del consumo de kg per capita de queso en los hogares espainoles en el periodo
de 2012 a 2020 (MAPA, 2021a).
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Figura 1.4. Evolucidn de la produccion de queso en Espaia por tipo de queso en base al origen de la
leche en el periodo de 2009 a 2020 (MAPA, 2021a).
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Figura 1.5. Evolucion de la producciéon de queso puro de oveja en los tres principales paises
productores de la Unién Europea en el periodo de 2009 a 2020 (MAPA, 2021a).

La produccién nacional de quesos en el afio 2020 se elevd a 472.000 toneladas, un
volumen superior en un 7 % al del afio anterior. De esta produccién total, el 41,10% fueron
guesos de leche de vaca; 14,83 % de leche de oveja y 13,35 % de leche de cabra. El resto,
fueron quesos elaborados con leche de distintas cabafias. En cuanto a los tipos de queso, del
total producido, 11.51% fueron quesos de pasta blanda, 8.50% de pasta semiblanda, 21.69%
de pasta semidura, 17.59% de pasta dura, 1.11% de pasta extradura y 39.62% fueron quesos
frescos. Comparando las producciones por tipos de queso de 2020 con las del afio anterior,
permanecieron invariables. Asimismo, por tipos de leche, se produjeron 1,70 % mas de
quesos de cabra que el afio anterior y un 0,23% mds en quesos de mezcla de leches. En
cambio, la produccién de quesos de leche de vaca disminuyd un 0,99%, del mismo modo que
los quesos de leche de oveja (0,93%) (MAPA 2021b).

1.2.2. Comercio exterior

El comercio exterior de quesos esta muy dindmico en los ultimos afios y presenta un
incremento tanto de las exportaciones y de las importaciones (Figuras 1.6, 1.7). En el afio
2020 con 305 mil toneladas las importaciones triplicaron las exportaciones. En base a los
datos de aduanay del MAPA (2021a), las exportaciones de queso en el mercado comunitario
tuvieron en 2020 un valor de 359,3 millones de euros, practicamente la misma cifra que el
afio anterior. Por otro lado, el valor de las importaciones fue de 1028,8 millones de euros,
con un descenso del 7,8% respecto al afio 2019. En el mercado extracomunitario, el valor de
las importaciones es minimo, con 5 millones de euros en el 2020, mientras que las

exportaciones son un valor claramente emergente con 148,9 millones, aunque decrezca un
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1,7% respecto a 2019. En datos de volumen, las importaciones solo experimentaron un ligero
descenso y estdn practicamente centradas en el mercado de la Unién Europea (Figura 1.7),
mientras que las exportaciones presentan una clara tendencia al alza desde el afio 2013, con
un volumen de 107 mil toneladas en el afio 2020 (Figura 1.6). Las exportaciones, aunque en
volumen son solo 1/3 de las importaciones, en valor son aproximadamente el 46% con
aproximadamente 508 millones de euros.

El destino de las exportaciones, aunque en un 80% se dirigen a la Unidn Europea, la
dindamica positiva del sector ha hecho que se expanda a nuevos mercados aumentando el
volumen de las exportaciones extracomunitarias hasta llegar a suponer aproximadamente
un 20% del total de estas. El 56% del total de las exportaciones son de queso fresco, rallado,
fundido y de pasta azul. Los principales destinos de las exportaciones en la UE son Francia
(26%), Italia (26%) y Portugal (21%), mientras que fuera de la Unién Europea el principal
destino es EEUU (43%), Andorra (7%) y menores porcentajes a paises de centro América
como Cuba y Republica Dominicana y menor cantidad a diversos paises de la geografia
mundial. En las exportaciones extracomunitarias presentan una dinamica diferente a las de
la Unidn Europea y se centran en otras variedades de quesos distintas al grupo formado por
el queso fresco, rallado, fundido y de pasta azul que solo suponen el 24%.
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Figura 1.6. Evolucidn de las exportaciones de queso en el periodo de 2005 a 2020 (MAPA, 2021a).
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Figura 1.7. Evolucidn de las importaciones de queso en el periodo de 2005 a 2020 (MAPA, 2021a).

1.2.3. Quesos de calidad diferenciada

La Unidn Europea en 1992 establecid tres planes de calidad para proteger los
productos agricolas, conocidos como Denominacidn de Origen Protegida (DOP), Indicacidn
Geografica Protegida (IGP), y los Certificados de Caracter Especifico, también conocidos
como Especialidad Tradicional Garantizada (ETG). El objetivo era promover y proteger los

nombres de ciertos productos agricolas y alimenticios de calidad.

La DOP junto con la IGP, constituyen un sistema de proteccion de productos agrarios
y alimenticios y de bebidas espirituosas que reinen determinadas calidades y caracteristicas
derivadas del lugar donde se originan o producen y se elaboran. Tienen en comun que poseen
un nombre geografico que se aplica al producto agricola o alimenticio que procede de esa
zona geografica y ademas que existe una relacion directa entre las caracteristicas especificas
del producto y el medio geografico del territorio donde se origina, produce o elabora. La
diferencia entre ellas es que la DOP exige que el proceso completo, desde el origen de la
materia prima al producto final se realice en la misma zona geografica, mientras que en la
IGP esto no es necesario. Por lo que en la DOP el vinculo entre el producto y la zona geografica
es mas estricto que en la IGP. Por otro lado, la ETG, tiene por objeto proteger productos que
presentan rasgos especificos que los diferencien de otros alimentos de la misma categoria,
deben elaborarse a partir de materias primas tradicionales o presentar una composicién, un
modo de produccidn o de transformacidn tradicional o artesanal. Sin embargo, a diferencia
de la DOP e IGP no hace referencia al origen geografico del producto, los productos

etiquetados bajo la denominacién ETGno corresponden a una zona geografica especifica.
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El nuevo Reglamento (CE) 1151/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de
noviembre de 2012, sobre los regimenes de calidad de los productos agricolas y alimenticios,
establece las definiciones de Denominaciéon de Origen Protegida (DOP) y de Indicacién
Geografica Protegida (IGP). Estas son las dos figuras de proteccién que se aplican a los
productos agricolas y alimenticios diferentes del vino y de las bebidas espirituosas. Este
Reglamento entréd en vigor en 2013 sustituyendo a los anteriores (Reglamento CE 2081/1992
y Reglamento 510/2006) con el fin de crear un marco mas sélido para la proteccion y la
promocién de productos agricolas de calidad. En él se define una DOP como “Un nombre que
identifica un producto originario de un lugar determinado, una regién o, excepcionalmente,
un pais, cuya calidad o caracteristicas se deben fundamental o exclusivamente a un medio
geografico particular, con los factores naturales y humanos inherentes a él, y cuyas fases de
produccién tengan lugar en su totalidad en la zona geografica definida”. Mientras que una
IGP es definida como “Un nombre que identifica un producto originario de un lugar
determinado, una regidn o un pais, que posea una cualidad determinada, una reputacion u
otra caracteristica que pueda esencialmente atribuirse a su origen geografico, y de cuyas
fases de produccién, al menos una tenga lugar en la zona geografica definida”.

En Europa, en noviembre de 2021 hay 187 quesos registrados con DOP, el Ultimo de
ellos, el queso Ennstaler Steirerkas en mayo de 2021, un queso fermentado acido bajo en
grasa austriaco, de pasta semidura elaborado a partir de leche de vaca, y otras 3 solicitudes
en proceso, de las cuales una es espafiola, la correspondiente al Queso de Acehuche, de la
zona de Caceres, caracterizado por ser muy graso y elaborado con leche cruda de cabra. En
Espafia existen actualmente 26 quesos registrados con DOP (Tabla 1.2), y tres de ellas
pertenecen a la Comunidad Auténoma de Extremadura: “Queso de la Serena” (Regulacion
(CE) N2 1107/1996), “Torta del Casar” (Regulacién (CE) N2 1491/2003) y “Queso de lbores
(Regulacién (CE) 205/2005)”, todos ellos elaborados con leche cruda. Ademas, existen dos
IGP, “Queso de Valdedn” de leche pasterizada de vaca y cabra en Ledn y “Queso los Bellos”
en Asturias y parte de Ledn principalmente elaborado con leche de vaca, aunque también se

puede utilizar de cabra u oveja, y textura semidura o dura.

El informe del MAPA en 2020 sobre la evolucién en el mercado de los productos
alimenticios con calidad diferenciada mostré en el sector quesero un descenso leve del 0,91%
con respecto al ultimo informe del 2019. Sin embargo, este mercado ha experimentado un
incremento significacivo de 26,46% en los Ultimos 10 afios. Aunque el volumen de produccidn
disminuyd en el Gltimo afo, la facturacién total permanecié invariable con un incremento del
0,03% vy las exportaciones el 2,29%. En el afio 2020 las DOP/IGP de queso produjeron 28,72
mil toneladas, con una facturacion de 300,01 millones de euros y se realizaron exportaciones
por valor de 150,44 millones de euros. En el sector quesero las DOP/IGP suponen un valor
minimo en volumen, con aproximadamente un 7% de la produccién total de queso, aunque
en las exportaciones tienen un papel destacable con el 12,07% del total de las exportaciones
en el afo 2020. Por lo tanto, muestra una importante competitividad a nivel internacional.

Sin embargo, la mayoria de las DOP/IGP del sector quesero presentan una escasa dimension.
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En este sector hay una DOP con un gran potencial que es la DOP “Queso Manchego” que
representa aproximadamente el 63% del total de la facturacidn. Entre las DOP extremefias la
DOP “Torta del Casar” ocupa la posicién 9 con una produccién de 292,1 toneladas por un
valor de 4,03 millones de euros de los que solo provienen de exportacién 0,15 millones de
euros, mientras que las otras dos DOP extremenfias presentan una menor competencia en el

mercado con promedios de facturacion en torno a 1,5 millones de euros o incluso inferior.

Tabla 1.2. Denominaciones de Origen Protegida Espanolas de quesos registradas en diciembre de

2020.

Tipo de Leche Textura Pasta DOP Comunidad
Auténoma
Mezcla o pura de Semiblanda Cabrales Asturias
oveja, cabraovaca Semiblanda Gamonéu Asturias
Semiblanda Picon Bejes-Tresviso Cantabria
Semiblanda Flor de Guia Islas Canarias
Semiblanda Quesucos de Cantabria
Liébana
Vaca Semidura o Dura Queso Casin Asturias
Semidura o dura Mahodn Islas Baleares
Blanda o dura Arzua-Ulloa Galicia
(Curado)
Variable (Fresco a Cabreiro Galicia
curado)
Semidura San Simén Da Costa  Galicia
Semiblanda Nata de Cantabria Cantabria
Semiblanda Queso de Tetilla Galicia
Blanda Afuega'l Pitu Asturias
Blanda I'Alt Urgell y la Catalufia
Cerdanya
Cabra Variable (Fresco a Queso Camerano La Rioja
curado)
Variable (Fresco o Queso de Murcia Murcia
curado)
Semidura Queso de Murcia al Murcia
Vino
Semidura Queso de lbores Extremadura
Semidura Queso Majorero Islas Canarias
Semidura Queso Palmero Islas Canarias
Oveja Dura Idiazabal Pais Vasco/Navarra
Dura Zamorano Castilla la Leén
Semidura-Dura Queso Manchego Castilla la Mancha
Semidura Roncal Navarra
Blanda Torta del Casar Extremadura
Blanda Queso de la Serena  Extremadura

Los quesos de leche de oveja presentan unas caracteristicas sensoriales diferenciadas

a los obtenidos de otros tipos de leche (Pappa et al., 2006). Estas particularidades se han
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asociado a la composicion de la leche de oveja con un mayor contenido de grasa y proteina
(Rafig et al., 2016). Entre los 28 quesos certificados con DOP/IGP solo 6 son elaborados con
leche pura de oveja y en concreto las DOP extremefias “Torta del Casar” y “Queso de la
Serena” presenta como particularidad que se elaboran con leche cruda y el producto final
tiene una textura diferenciada a otros quesos, siendo blanda y en ocasiones casi liquida. Solo

III

en Portugal, hay quesos con unas caracteristicas similares el “Queijo Serpa” y el “Serra da

Estrela”, también protegidos por DOP (Medina & Nufiez, 2017).
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2.- QUESOS DE OVEJA DE PASTA BLANDA CON DOP EN EXTREMADURA

2.1.- LA “TORTA DEL CASAR” Y EL “QUESO DE LA SERENA”

La “Torta del Casar” esta reconocida como DOP desde el afio 2003 por el Reglamento
(CE) 1491/2003 de la Comisidén Europea y modificado por el Reglamento de ejecucidn (U.E.)
2196/2015. En base al reglamento la zona geografica que comprende la elaboracidn de este
gueso engloba 36 términos municipales dentro de las comarcas cacerefias de los Llanos de
Caceres, Sierra de Fuentes y Montanchez. Segun el pliego de condiciones de la DOP su
elaboracion es a partir de leche cruda de oveja del tronco merino y/o entrefino utilizando
como coagulante la maceracion de las flores del cardo Cynara cardunculus L. con una
maduracién minima de 60 dias. Las caracteristicas del producto final son una corteza entre
amarillo y ocre y una pasta de color blanca o amarillenta de consistencia blanda o muy blanda
y textura cremosa. El olor debe ser de intensidad media o baja de la familia lactica y/o vegetal
y sabor amargo medio o bajo, salado bajo, y acidez baja o nula. Las caracteristicas
fisicoquimicas son un contenido minimo de grasa del 50% en extracto seco, pH entre 5,2 y
5,9 y un maximo del 3% de NaCl. El producto se puede comercializar en tres formatos
diferentes, pequefia (200-500g), mediana (501-800g) y grande (801-1100g). Los quesos
deben tener una forma cilindrica con un diametro minimo del 7 cm y altura al menos 50%
del didmetro. En la actualidad la DOP tiene inscritas 25 ganaderias con 16.200 cabezas de
ganado ovino. La leche es transformada en la “Torta del Casar” en 6 queserias certificadas en
septiembre de 2021: Doia Francisca S.L., El Castuo S.C., Iberqués Extremadura S.L., Los
Casareiios S.L., Pastovelia S.L. y Quesos del Casar S.L. El nimero de queserias certificadas
descendié a partir del afio 2010 con motivos de la crisis econémica en Espafia, al ser un
producto considerado gourmet. La evolucién de la produccién de la “Torta del Casar” ha sido
positiva en los ultimos 5 afios hasta el afio 2020 (Figura 1.8). En el aifo 2020 alcanzé una
produccién de torta certificada de 292.093 kg, similar al afio 2016 (lo que supone un 18.96%
menos respecto al afio anterior) por un valor de 4,03 millones de euros. El destino de la “Torta
del Casar” es principalmente Nacional con aproximadamente el 96,2% de las ventas en
nuestro pais, siendo las principales dreas de comercio Extremadura con el 30,50% y Madrid
el 33,44%. Las exportaciones, aunque han experimentado un ligero descenso, solo son el
3,8% del total (11.173 kg) siendo el principal destino Europa (78%) seguido del continente

americano con un 16,18%.
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Produccidony queserias certificadas Tortadel Casar
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Figura 1.8. Evolucion de la produccidn y queseria certificadas de “Torta del Casar” en el periodo de
2008 a 2020. Los datos de exportacion son solo referidos al periodo 2016-2020 (Consejo Regulador
de la Torta del Casar (https://tortadelcasar.eu/); MAPA, 2021c.

La DOP “Queso de la Serena” esta certificada desde el afio 1996 por el Reglamento
(CE) 1107/1996 de la Comisidn Europea con una modificacion menor (DOUE C 247/08 de
29/07/2017). La zona geografica que comprende la elaboracién de este queso engloba 21
municipios dentro principalmente de la comarca de la Serena y algunos de comarcas
limitrofes en la provincia de Badajoz. Segun el pliego de condiciones de la DOP su elaboracion
es a partir de leche cruda de oveja del tronco merino utilizando como coagulante la
maceracion de las flores del cardo Cynara cardunculus L. con una maduracién minima de 60
dias. El producto final tiene forma discoidal con caras planas y superficie perimetral convexa.
El didmetro del queso debe ser entre 10 y 24 cm, altura de 4 a 8 cm y peso en el rango desde
los 750 g a 2000 g. La corteza es semidura y textura de la pasta blanda o semiblanda,
mantecosa, con color blanco marfil, cuando presentan estas caracteristicas son denominados
“Torta”. También, aquellos con mayor tiempo de maduracién, pueden presentar una textura
semidura con color amarillo céreo, los cuales son denominados como “queso”. Es un queso
graso o extra-graso con sabor ligeramente amargo, atribuido al coagulante vegetal, no es
acido, poco salado, con un regusto picante y persistente al paladar. Las caracteristicas
fisicoquimicas que presenta son un extracto seco minimo del 50%, contenido minimo de
grasa del 50% y proteina del 35% en extracto seco y pH final entre 5,2 y 5,9. El producto se
puede comercializar en tamafo de 750 g a 2000 g. En base a los uUltimos datos que constan
en el MAPA, la DOP tiene inscritas 56 ganaderias con 50.000 cabezas de ganado ovino del

tronco merino. La leche es transformada en 7 queserias certificadas inscritas: Adriano Atalaya
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Fernandez-Petregal, S.C.L.C. Agricola Ganadera de Castuera (COVICA), Quesos Sanchez
Hidalgo, S.L., Lacteos de Castuera, S.L., Arteserena S.L., Queseria Tierra de Barros, S.L. y
Serena Pura, S.L.U. La produccién en el afo 2020 fue de 48.450 kg, siendo su principal
mercado el nacional, con aproximadamente el 86% comercializado en Extremadura. Las
exportaciones estdn por debajo del 14% del volumen total en ese mismo afio, siendo Europa

su principal destino.

Los quesos de oveja de pasta blanda de las DOP “Torta del Casar” y “Queso de la
Serena” son quesos con unas caracteristicas singulares muy reconocidas a nivel regional y
también en el marcado nacional. Sin embargo, son quesos muy delicados y singulares,
caracteristicas que limitan la exportacion, que es su gran asignatura pendiente. En los ultimos
afios su calidad y propiedades organolépticas han sido reconocidas a nivel nacional e
internacional. A nivel internacional en el certamen “World Cheese Awards” la queseria
Arteserena S.L: (DOP Queso de la Serena) fue designado el 22 mejor queso del mundo en la
edicion de 2016 y “Super Gold” en el 2018, ademas obtuvo la medalla de oro en el concurso
premio Roma 2018. Igualmente, la “Torta del Casar” a través de la Queseria Dofia Francisca
fue premiada como el 32 mejor queso del mundo en 2019 y recientemente ha conseguido la
medalla de bronce en la 33 edicion del World Cheese Awards en el afio 2021. Ademas, Las
gueserias Quesos del Casar S.L. y El Castuo S.C. han sido también distinguidas con una
medalla de ORO y medalla de BRONCE en el mismo certamen respectivamente. A nivel
nacional, la queseria Arteserena S.L. también resulté ganadora del Premio Especial Alimentos
de Espafia al Mejor Queso 2019, mientras que el queso de pasta blanda de la Cooperativa
Agricola y Ganadera de Castuera, se ha alzado recientemente con el segundo galardén en el
prestigioso premio nacional al Queso Gourmet que se falla en el Salon del Gourmet celebrado
en Madrid en 2021. Por otro lado, la queseria los Casarefios, de la DOP “Torta del Casar”, en
el 2019 fue designado el Ganador de la X edicidon del Gourmet Quesos, mientras que, en el
mismo certamen de 2021, la “Torta” elaborada por la queseria Iberqués Extremadura S.L. ha
resultado ganadora de la X| edicion Gourmets como mejor queso de pasta blanda. Ademas,
la queseria Quesos del Casar S.L. ha resultado también ganadora del mas prestigioso
certamen nacional, la cata — concurso celebrada por el Ministerio de Agricultura, obteniendo
la distincion de MEJOR QUESO DE ESPANA 2021 en la modalidad en que competia, la de
Queso Madurado de Oveja, convirtiéndose en el Unico queso extremefio con Denominacion

de Origen que consigue este gran reconocimiento.

Estos reconocimientos a nivel nacional e internacional deben ser un impulso para su
expansion, ya que la materia prima no es un problema en la region. Extremadura es la
Comunidad Auténoma con mayor ganado ovino, con el 22,2% del total nacional, sin embargo,
esta destinado en su mayoria a la produccién de carne. En produccion de leche de oveja, la
produccién regional solo supone el 2,2% del total nacional (MAPA, 2021b). El impulso
internacional de los quesos tipo torta podria suponer también una consolidacién de este

sector ganadero ovino que podria obtener un rendimiento mixto de carne y leche.
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2.2.- PROCESO DE ELABORACION

2.2.1.- Etapas

La elaboracidon de los quesos de pasta blanda en la DOP “Queso de la Serena” y DOP
“Torta del Casar” presentan muchas similitudes (Figura 1.9). Como materias primas se utiliza
leche cruda de oveja (sin la adicién de cultivo iniciador), coagulante vegetal y sal. La leche
tiene que ser del tronco merino en el “Queso de la Serena” y del tronco merino y/o entrefino
en la “Torta del Casar”, y suministrada por ganaderias inscritas en las DOP. Como coagulante
se utiliza las flores del cardo Cynara carduncunlus L. que crece de forma natural en diferentes
areas de Extremadura. La leche debe estar limpia, sin impurezas, exenta de calostro e
inhibidores, antibidticos u otros productos medicamentosos, conservantes, etc., que puedan
influir negativamente en la elaboracién, maduracién y conservacion del queso, asi como en
las condiciones higiénicas y sanitarias del mismo. La leche en las explotaciones ganaderas se
mantiene en tanques refrigerados entre 1-62C y es transportada en camiones cisterna
isotermos a las queserias, en un periodo inferior a 72 h desde el ordefio, con el objetivo de
mantener la calidad de la leche, manteniendo unas perfectas condiciones higiénicas y
conservando todas sus caracteristicas originales. En la Tabla 1.3 se presentan las
caracteristicas que debe tener la leche cruda para la elaboracion de este queso segun el
pliego de condiciones de cada DOP (Reglamento (CE) 1107/1996; Reglamento (CE)
1491/2003; Reglamento de ejecucién (U.E.) 2196/2015).

Tabla 1.3. Caracteristicas de la leche cruda para la elaboracion de queso tipo torta segun pliego de

condiciones de cada DOP.

Parametros Torta del Casar Queso de la Serena
Proteina >4,8% >5%

Materia grasa No especificado >7%

Extracto seco >11% >18%

Acidez 229D Sin especificar

pH 6,6-6,9 Sin especificar

El coagulante vegetal es elaborado por maceracidn en agua de las flores secas del
cardo Cynara cardunculus L. Aunque existe una alternativa industrial de un coagulante en
polvo elaborado a partir del cardo, obtenido por liofilizacién de los extractos acuosos de las
flores, algunas queserias obtienen la flores secas enteras o molidas recogidas de diferentes
zonas de Extremadura donde crece la planta de forma natural, mientras que la mayoria,
adquieren el coagulante a través de una empresa, Cuajos Martinez, ubicada en La Morera
(Badajoz) con Registro Sanitario que permite la comercializacion de pistilos secos de
coagulante vegetal. La preparacion de la infusién o maceracion de las flores del cardo,
enteras o molidas, con agua no estd estandarizada y cada maestro quesero la elabora en base
a su experiencia. En general el coagulante vegetal es preparado diariamente mezclando

aproximadamente flores secas del cardo con agua en proporcién 1:10 y se deja macerar. La
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temperatura y tiempo de maceracidn es variable segun el elaborador. Tras este tiempo, las
flores se filtran a través de una tela o gasa y el liquido de color marrdn resultante se anade a
la leche. La cantidad de coagulante vegetal que se afiade a la leche depende de la cantidad

de leche a cuajar, la calidad visual de las flores secas y la experiencia del maestro quesero.

TORTA DEL CASAR LECHE CRUDA DE QUESO DE LA SERENA
Merina y/o Entrefina OVEJA Merina

v

CALENTAMIENTO DE LA

26-322C 25-32°C
LECHE
Coagulante
vegetal -> ?
50-90 min COAGULACION 50-70 min

v

CORTE DE LA CUAJADA

\/

PONER LA CUAJADA EN
MOLDES

\4

Maximo 3 kg/cm?;8h  PRENSADO MECANICO Adecuad o

\{

Himedo SALADO Seco
975-95% HR; MADURACION >75% HR;
4-12°C 60 DIAS 4-152C

Figura 1.9. Diagrama de flujo del proceso de la elaboracion de la “Torta del Casar” y el “Queso de La

Serena”.

La etapa de coagulacion se inicia con el calentamiento de la leche a una temperatura
en el rango comprendido entre 26-32°C para la “Torta del Casar” y 25-32°C para el “Queso
de La Serena”. Posteriormente se afiade el coagulante vegetal en proporcién adecuada y se
deja coagular entre 50-90 min en la “Torta del Casar” y entre 50-70 min en el “Queso de La
Serena”. El fin de la etapa de coagulacién es a criterio del maestro quesero en base a su
experiencia. La cuajada obtenida es cortada con liras mediante sucesivos pases hasta
conseguir granos de tamafio fino, tipo grano de arroz (10-20 mm). La cuajada es cortada para

aumentar la superficie de contacto, facilitando la separacidn del suero de la cuajada.
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Una vez terminado el corte y eliminado gran parte del suero, la cuajada en finos granos
es introducida en moldes perforados y con un pano de tela en su interior. El tamafio del
molde seleccionado depende del tamafio del producto final que se quiera obtener. Hasta
hace unos afios los moldes mas comunes eran aquellos para quesos de 1 kg o superior. Hoy
en dia son mas comunes formatos mas comerciales como el mediano, en torno a 600-800
gramos, y el pequefio con 300-500 gramos. En la DOP “Queso de La Serena” se tiende a

formatos mas grandes que en la DOP “Torta del Casar”.

Cuando los moldes ya estan llenos se realizard el prensado mecanico. En esta etapa se
eliminard la totalidad de suero que pueda retener la cuajada. La presidn aplicada y el tiempo
dependen del maestro quesero. En el caso de la DOP “Queso de La Serena” solo se especifica
que debe hacerse mediante un medio adecuado, mientras que en la DOP “Torta del Casar”

se permite un maximo a 3 kg/cm? y maximo de tiempo 8 h.

Al finalizar el prensado, tiene lugar el desmoldado y el queso ya tiene su forma
definitiva. Previo a la maduracion tiene lugar el salado. Este proceso bien se puede hacer en
seco, mas comun en las queserias de la DOP “Queso de La Serena” o via himeda en salmuera,
método mas extendido en las queserias de la DOP “Torta del Casar”. En la “Torta del Casar”
el proceso de salado con cloruro sddico se debe hacer de tal manera que la concentracion
final del producto no supere el 3%. En el “Queso de la Serena” la concentracién final de sal
permitida en el producto no estd especificada. Posteriormente son introducidos en las
camaras para su maduracion. En el caso de la DOP “Queso de La Serena” esta permitido

madurar los quesos en la cdmara sobre baldas de madera de pino o roble.

La ultima etapa es la de maduracion en atmédsfera o ambiente controlado. Esta etapa
tendra una duracién minima de 60 dias, siempre que cumpla la normativa sanitaria vigente,
bajo una temperatura de 4 a 12°C y una humedad relativa de 75-95 % en la DOP “Torta del
Casar” yde 4 a 15°Cy una humedad relativa superior al 75 % en la DOP “Queso de La Serena”.
En la cdmara de maduracién son volteados periddicamente y en la fase final de la maduracion
se utilizan vendas para evitar que la pasta rompa la corteza y fluya al exterior. Durante la
maduracién ocurren los cambios bioquimicos, glicolisis, protedlisis y lipolisis, que dan lugar a

este queso tan singular por su aroma y textura.
2.2.2.- Evolucion de poblacion microbiana

En quesos artesanales como el “Queso de La Serena” y la “Torta del Casar” elaborados
con leche cruda de oveja sin la utilizacidn de cultivos iniciadores, la calidad microbioldgica y
composicion de las materias primas utilizadas tienen una gran influencia en el proceso de
maduracién del queso (Montel et al., 2014; Kongo & Malcata, 2016; Yeluri et al., 2018).

La microbiota al inicio de la maduracidn en los quesos de pasta blanda elaborados a

partir de leche cruda y coagulante vegetal, va a proceder de diferentes fuentes,
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principalmente de los microorganismos presentes en dicha leche cruda y en la infusién del
coagulante vegetal (Ordiales et al., 2013a), pero ademas varios estudios han determinado la
importancia de la transferencia de microorganismos del ambiente y de las instalaciones de
la queseria y su relevancia en el proceso de maduracion (Bokulich & Mills, 2013; Calasso et
al., 2016). La microobiota presente en la leche cruda es variable debido a la transferencia de
microorganismos desde diferentes fuentes como el canal del pezdn, las ubres, microbiota
presente en los equipos de ordefio, almacenamiento y transporte de la leche. Ademas, hay
que valorar la calidad higiénica en las practicas de ordefio y manejo del animal (Intensivo,
semiextensivo o extensivo) (Yeluri et al., 2018). En un estudio reciente, Frétin et al. (2018)
encontrd que el 27% de las bacterias presentes en queso elaborado con leche cruda estaban
también en la superficie del pezdn de las ubres, estando algunas de las especies identificadas
(Bacterias acido-lacticas (BAL) y Brevibacterium spp.), involucradas en el desarrollo de las
propiedades organolépticas de los quesos. Los principales microorganismos encontrados en
leche cruda de oveja son Pseudomonas spp., enterobacterias, BAL (Enterococos en mayor
medida y también lactococos lactobacillus y leuconostoc), cocos Gram positivo catalasa
positivo, Corynebacterium y en menor nivel, levaduras (Montel et al., 2014). En estudios
cientificos sobre la microbiota de quesos de pasta blanda extremefios en la leche de partida,
los principales grupos microbianos fueron BAL, enterobacterias, cocos Gram positivo catalasa
positivo y en menor medida levaduras (Arqués et al., 2006; Ordiales et al., 20133, b). Sin
embargo, en estos estudios las pseudomonas no se consideraron, las cuales son el principal
grupo dominante en la leche cruda durante su almacenamiento en refrigeracién (Montel et
al., 2014; Vithanage et al., 2016). Ademas, los resultados obtenidos mostraron diferencias
importantes en el nimero de bacterias totales, aproximadamente 2 log ufc/mL, lo que
muestra la gran variabilidad existente en la carga microbiana de la leche partida entre
diferentes lotes de estos tipos de quesos. Por otro lado, Ordiales et al. (2013a) mostrd que la
infusidon del coagulante vegetal también presenta una carga microbiana importante, en el
rango de 4-5 log ufc/mL, y con gran variabilidad entre lotes de coagulante. Los principales
grupos microbianos encontrados en el coagulante vegetal fueron levaduras, cocos Gram
positivos catalasa positivo, enterobacterias y lactococos. La gran variabilidad en la carga
microbiana inicial de las materias primas y la no utilizacién de cultivo iniciador puede
dificultar el control de los cambios bioquimicos producidos por los microorganismos en la
matriz del queso y es una de las principales causas de variabilidad en las caracteristicas
organolépticas y calidad global del producto final, debido a la gran influencia que tienen los
microorganismos en los procesos bioquimicos producidos en la matriz del queso durante la
maduracién (Pereira et al., 20104, b). Por todo ello, la estandarizacion de las materias primas
y las practicas de elaboraciéon por parte de las denominaciones de origen son necesarias para

conseguir una calidad homogénea en el productor final.

Diferentes estudios en los ultimos 25 afios han analizado la dindmica de la microbiota
durante la maduracidon de la “Torta del Casar” y el “Queso de La Serena”. Al igual que en otros

quesos tradicionales de leche cruda de oveja, las BAL son el grupo predominante. Sin
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embargo, existen diferencias entre los estudios realizados hasta la fecha debido a varias
causas como la mejora en las prdcticas higiénicas de elaboracién en los ultimos afios desde
el ordefio al producto final, la evolucion de las técnicas microbioldgicas utilizadas, tiempo de
muestreo en la maduracion, la influencia de factores como la temporada, industria, practicas

de elaboracién y variabilidad en |la calidad microbiolégica de las materias primas, entre otros.

En general en la “Torta del Casar” y el “Queso de La Serena” el nimero de
microorganismos viables alcanza valores de aproximadamente 9 log ufc/g en los primeros
dias de maduracidn y se mantienen estables o experimentan un ligero incremento durante
el periodo de maduracién (Fernandez del Pozo et al., 1988a; Mas Mayoral et al., 1991; Poullet
et al.,, 1991; Sanchez-Rey et al., 1993; Arqués et al, 2006; Ordiales et al., 2013b). La
microbiota dominante esta formada principalmente por BAL, las cuales presentan recuentos
ligeramente inferiores a los recuentos totales de microorganismos y siguen una dindmica
similar a ellos durante la maduracidn. Las especies de BAL identificadas son diversas segun el
estudio y técnica utilizada. En la “Torta del Casar” las especies predominantes de BAL durante
la maduracién son Lactococcus. lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum, Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus plantarum y Enterococcus faecalis (Poullet et al., 1993). Mas recientemente
Ordiales et al. (2013b) mediante secuenciaciéon del gen 16S rRNA identificdé entre la
microbiota dominante las especies Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus
raffinolactis, Lactobacillus sakei, Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus helveticus, y
Enterococcus durans. Sanchez-Juanes et al. (2020) identificd la microbiota dominante de BAL
en queso tipo “Torta” en dos industrias, una certificada por la DOP y otra no, utilizando el
perfil de proteinas del microorganismo (MALDI-TOF) y secuenciacién del gen pheS. Los
resultados mostraron diferencias en la BAL predominantes en cada industria, si bien las
especies Lb. paracasei y Leuc. mesenteroides fueron identificadas en ambas industrias, otras
especies como Lc. Lactis, Lb. plantarum, Lactobacillus diolivorans, Lactobacillus rhamnosus
estaban asociadas a una de ellas. En “Queso de La Serena” la microbiota ha sido estudiada
en menor profundidad y no hay estudios recientes. Fernandez del Pozo et al. (1988a)
encontrd que las BAL predominantes eran las especies Lc. lactis, Lb. casei/paracasei, Lb.
plantarum, Leuc. mesenteroides, y Enterococcus faecium. Por lo tanto, aunque existen
diferencias entre estudios en las especies de BAL predominantes, algunas especies como Lc.
Lactis, Lb. casei/paracasei, Leuc. mesenteroides y Enterococcus spp. se muestran como las
mas frecuentes entre la microbiota dominante de quesos de pasta blanda elaborados con
leche cruda de oveja (Fernandez del Pozo et al., 1988a; Macedo et al., 1995; Poullet et al.,
1993; Tavaria & Malcata 1998; Ordiales et al., 2013b; Gongalves et al., 2018; Sanchez-Juanes
et al.,, 2020). Estas especies de BAL son comunmente identificadas entre la microbiota
dominante de quesos elaborados con leche cruda de diferentes origenes y las actividades
metabdlicas que desarrollan contribuyen de forma significativa a las caracteristicas

sensoriales del producto final (Ordiales et al., 2013a; Montel et al., 2014).
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La microbiota secundaria estd constituida principalmente por enterobacterias y
micrococdaceas con recuentos al final de la maduracién en el rango de 5-7 log ufc/g y en
menor medida por levaduras con recuentos finales de 3-4 log ufc/g (Sanchez-Rey et al., 1993;
Arqués et al., 2006; Ordiales et al., 2013b). Poullet et al. (1991) en “Torta del Casar” encontrd
niveles inferiores. Los recuentos de coliformes eran de 5-6 log ufc/g durante el primer mesy
decrecian a 2-4 log ufc/g a los 60 dias, mientras que el nimero de Staphylococci coagulasa-

positivo eran 2-3 ufc/g durante el primer mes, y se redujeron a 1 log ufc/g a los 60 dias.

Caceres et al. (1997) caracterizé la poblacidon de micrococaceas de la “Torta del Casar”
mostrando una amplia diversidad de estafilococdceas entre las que dominaban
Staphylococcus xylosus y Staphylococcus caseolyticus, las cuales mostraron una destacada
actividad lipolitica, por lo que podrian estar implicadas en la formacién de 4cidos grasos libres
relacionados con la formacién del aroma de la “Torta”. Ordiales et al. (2013b) también
detectd estas mismas especies junto con Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus
saprophyticus entre las estafilocdceas dominantes y asocid este grupo microbiano con la
formacién de determinados compuestos voldtiles, ésteres y metil cetonas, relacionados con

el aroma del queso (Ordiales et al., 2013a).

Las enterobacterias, vinculadas a la microbiota de los quesos de leche cruda, son
utilizadas como indicadores de la calidad microbiolégica al ser habitantes del tracto intestinal
de los mamiferos, pero también contribuyen a la formacion del aroma de la “Torta” (Ordiales
et al., 2013b). Dentro de este grupo se encuentran algunas de las principales bacterias
patdgenas asociadas a alimentos como Escherichia coli y Salmonella spp. Sin embargo, la
principal especie detectada en la fase final de la maduracién es Hafnia alvei/paraalvei
(Ordiales et al., 2013b), la cual esta también entre la poblacién de enterobacterias dominante
de quesos de leche cruda similares a la “Torta” (Macedo & Malcata, 1997b; Gongalves et al.,
2018). Esta especie se caracteriza por su elevada actividad proteolitica y contribuye al aroma
final del queso (Irlinger et al., 2012), aunque también debido a la formacion de gas puede dar
lugar a ojos e hinchazén temprana en la “Torta” (Tabla et al., 2016).

Dentro de la microbiota secundaria también nos encontramos a diferentes especies
de levaduras. Sus recuentos en el interior del queso se mantienen estables o disminuyen
ligeramente durante la maduracién (Ordiales et al., 2013b). Las levaduras crecen mejor en
presencia de oxigeno y se desarrollan mejor en la superficie del queso (Frohlich-Wyder et al.,
2019). Las principales especies identificadas en la “Torta” y quesos similares son
Kluyveromyces spp. Debaryomices hansenii, Geotrichum candidum, Yarrowia lipolytica,
Pichia spp. y Candida spp. (Ordiales 2013b; Gongalves et al., 2017; Merchan et al., 2020). Las
levaduras debido a su capacidad enzimatica, tanto proteolitica como lipolitica, contribuyen
positivamente al desarrollo del aroma en determinados quesos. Ademas, en los quesos las
levaduras participan en la maduracién metabolizando el acido lactico y cuando se agota
metabolizan aminodcidos produciendo NH; por lo que elevan el pH y favorecen el
crecimiento de bacterias no acido-tolerante que contribuyen a la maduracion. Por otro lado,
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también pueden dar lugar a aromas andmalos cuando se desarrollan en exceso, coloraciones
inadecuadas, ojos e hinchazon (Frohlich-Wyder et al., 2019) y alteracidn del aspecto exterior
(Figura 1.10) tal y como se describird con mas detalles en apartados posteriores.

Figura 1.10. Coloraciones irregulares en “Queso de La Serena” de pasta blanda en fase final de

maduracion.
2.2.3.- Cambios Bioquimicos

La maduracién del queso es un proceso dinamico en el que van a tener lugar una serie
de transformaciones complejas que son responsables de las caracteristicas sensoriales
finales del queso como el aroma, sabor, color y textura. Los principales cambios bioquimicos
que ocurren durante la maduracién son la glucélisis, la lipolisis y la protedlisis (Figura 1.11).
El impacto de estos procesos en las caracteristicas finales va a depender del proceso de
elaboraciéon y maduracidn del queso.

2.2.2.1.- Glucolisis

El principal hidrato de carbono presente en la leche es la lactosa. La leche de oveja
merina contiene aproximadamente un 5% de lactosa (Nudda et al., 2002). Sin embargo,
durante el corte de la cuajada y desuerado la mayor parte de la lactosa se pierde en el suero
(Huffman & Kristoffersen, 1984). En la cuajada queda retenida aproximadamente el 0,8-1%
de la lactosa de la leche (Fox et al., 2000). Para el queso, al ser un producto fermentado, la
lactosa residual que queda retenida en la cuajada es transformada principalmente por las
BAL presentes en 4cido lactico y otros compuestos derivados del metabolismo de la lactosa.
El descenso de pH asociado a la produccién de acido lactico tiene gran influencia en el

proceso de maduracion.
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Figura 1.11. Esquema general de los cambios bioquimicos que ocurren durante la maduracion de quesos extremefios DOP de pasta blanda (Adaptado de McSweeny,

2017).
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La hidrolisis de la lactosa puede producirse por diferentes rutas bioquimicas
dependiendo la cepa de BAL. El 4cido lactico es producido preferentemente por las BAL a
partir de lactosa, mientras que el acido acético puede producirse a partir de lactosa o citrato

principalmente por Leuconostoc spp., o de aminodcidos por los lactobacilos (Fox et al., 1990).

En el queso tipo “Torta”, al ser de leche cruda, las BAL van a proceder principalmente
de la leche y en menor medida del coagulante vegetal y de las superficies de la industria
(Ordiales et al., 2013a; Bokulich y Mills, 2013). En estos quesos la microbiota enddgena de
BAL metaboliza rdpidamente la lactosa, aunque al no afiadirse cultivo iniciador, la intensidad
y duracién de este proceso va a estar condicionado en gran medida por la concentracion
inicial de BAL. Posteriormente la actividad de las BAL es reducida durante la maduracion,
producto del agotamiento de la lactosa, la consecuente bajada del pH por el 4cido lactico y

la difusion de la sal al interior de queso (McSweeney, 2017).

El pH del queso tiene una gran influencia en la absorcidn de sal. La incorporaciéon de
sal en el queso durante el salado en salmuera es mayor a menor pH (Guinee & Sutherland,
2011). Sin embargo, la asimilacién de lactosa en quesos artesanales de pasta blanda sin
aplicacion de cultivo iniciador es mas lenta que en quesos como el cheddar donde se aplican
cultivos iniciadores y se produce en pocas horas. Macedo y Malcata (1997a) mostraron en
queso “Serra da Estrela” que la lactosa no se metaboliza casi completamente hasta la tercera
semana de maduracion, lo que conlleva un descenso mas lento del pH. Por lo tanto, la
influencia del pH en la asimilacion de sal es minima en quesos como en este tipo de quesos
de pasta blanda. Por otro lado, la concentracion de sal en el queso tiene una gran importancia
en el proceso de acidificacion. La sal en el queso limita la accion de las BAL. Sin embargo, en
los quesos extremefios DOP de pasta blanda, el salado se produce una vez moldeado y
prensado el queso por via seca o via humeda en salmuera. Bajo estas condiciones la difusidn
de la sal es mads lenta, que, si se aplica la sal directamente en la leche o cuajada. En la “Torta”
salada después del prensado via himeda la difusion completa de la sal hasta el interior del
queso tarda aproximadamente 15 dias (Tabla et al., 2015), lo cual, permite el descenso del
pH hasta valores de aproximadamente 5 antes de que la sal inhiba la accién de las BAL.

La produccidn de acido lactico y consecuente descenso del pH va a influir en varios
factores del procesado del queso y en Ultima instancia en la composicion y calidad del queso.
La disminucién del pH de la cuajada va a inhibir el crecimiento de microorganismos
patégenos y el desarrollo de bacterias no deseables que pueden causar alteracién en el
producto (Kongo & Malcata, 2016). Ademas, la acidificacion va a favorecer la retencion del
coagulante, lo que unido a la pérdida de estabilidad de la micela de caseina por su
desmineralizacién debido a la disolucion del fosfato de calcio coloidal favorece la acciéon del
coagulante, la retraccién de los codgulos o granos formados y la formacién de la cuajada (Fox
et al., 1990; Bansal et al., 2007). Por otra parte, la intensidad de la acidificacién influye sobre
el grado de desmineralizacién de la micela de caseina y su susceptibilidad, lo que condiciona
al proceso de protedlisis durante la maduracién (Watkinson et al., 2001; Lee et al., 2005).
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Todas estas modificaciones tienen una gran influencia en las caracteristicas fisicas de la
cuajada o gel formado y en consecuencia en el sabor y las propiedades reolégicas del queso
final.

Por otro lado, el acido lactico producido por el metabolismo de la lactosa por las
bacterias acido lacticas en el queso puede ser metabolizado por diferentes vias,
dependiendo de la microbiota del queso, a diferentes compuestos con implicaciones en las
propiedades sensoriales del queso (Figura 1.12).
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Racemizacion

BAL @ Prqpllonlco
no starter '@{\ Acético
H,O
CO,

Butirico

OH
OH )
Acido lactico

Formic

Acético H,O
H.O Co,
Co,

Figura 1.12. Vias metabdlicas generales del metabolismo del acido lactico en el queso (Adaptado de
McSweeney, 2004).

El lactato esta predominantemente en forma de L-lactato, pero también dependiendo
de las BAL implicadas en la maduracion del queso puede encontrarse cierta cantidad del
isomero D-lactato. Ademas, el D-Lactato se puede formar a partir del L-lactato por
racemizacion debido a la actividad de determinadas BAL. Este proceso es mas rapido en
quesos de leche cruda que en los de leche pasterizada (Mcsweeney et al, 2017). Esta reaccién
no tiene ninguna implicacion en el aroma, pero el D-lactato calcico es menos soluble que el
L-lactato cdlcico y puede formar pequefios cristales blancos indeseables, especialmente en
las superficies de corte (Dybing et al., 1988). El lactato puede ser oxidado por determinadas
BAL a acético, formico, etanol y CO;, (Fox et al., 2000). Sin embargo, esta reaccién va a
depender de las BAL presentes y de la disponibilidad de O,, lo que limita esta reaccion
(McSweeney, 2004). La presencia de bacterias propidnicas puede transformar el lactato a
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propidnico, acético y CO,. El acético y propidnico tienen implicaciones en el aroma del queso
(Delgado et al., 2009, 2010b; Ordiales et al., 2013a), mientras que el CO, daria lugar a
presencia de ojos en el queso. El metabolismo anaerdbico del lactato por el Clostridium
tyrobutyricum, principalmente en quesos curados o semicurados, a butirato y H, da lugar a
un defecto conocido como hinchazén tardia, que hace que aparezcan grietas en el queso
durante la maduraciény el desarrollo de aromas extrafios (Fox et al. 1990; McSweeney et al.,
2017). Por dultimo, en la superficie de los quesos, los mohos y levaduras metabolizan
oxidativamente el lactato a CO; y O, aumentando el pH de la superficie del queso (Poullet et
al., 1991), lo que es especialmente importante en el procesado de quesos madurados con

mohos en la superficie como el Camembert o Brie (McSweeney et al., 2017).

La leche contiene ademas una baja concentracidon de citrato, aproximadamente, 8
mM, y la mayor parte de este, debido a su solubilidad, se pierde en el suero durante la
elaboracion del queso. Sin embargo, su concentracion en la cuajada es tres veces superior
que en el suero (Fryer et al., 1970). El metabolismo del citrato del queso por BAL citrato
positivas tiene relevancia en el aroma del queso, incluidos quesos de leche cruda de oveja de
pasta blanda (Macedo & Malcata, 1997a; Partidario et al., 1998; Carbonell et al., 2002;
Ordiales et al., 2013a), ya que el citrato puede metabolizarse a acetaldehido, etanol, acetato,
diacetilo, acetoina y CO, (McSweeney & Sousa, 2000) (Figura 1.13). Estos procesos ocurren
principalmente a pH 5-5,5, por lo que tiene lugar al final de la maduracion. La produccién de
CO;, contribuye a la formacién de los ojos caracteristicos en los quesos holandeses, pero en
otros quesos es causa de una textura abierta indeseable o presencia de ojos (Fox et al., 1990;
McSweeney, 2004).

2.2.2.2.- Lipolisis

Los quesos en general, entre ellos los quesos extremefios DOP de pasta blanda, se
elaboran con leche entera. La grasa de la leche en el queso es un componente esencial para
el desarrollo del aroma, asi como de las caracteristicas reoldgicas, contribuyendo por tanto
de forma importante en la calidad global del producto final (McSweeny & Sousa, 2000). Los
principales lipidos de la leche son los triacilglicéridos, que suponen mas del 98 % del total de
los lipidos (Gunstone et al., 1994). La grasa en la leche se encuentra en gldbulos grasos que
durante el proceso de cuajado son casi totalmente incorporados a la red de caseinas. Las
interacciones entre los glébulos de grasa y las proteinas influyen en la estructura de la
cuajada y en el rendimiento quesero (Martini et al., 2008). Ademas, la utilizacién de
coagulante vegetal (Cynara cardunculus L.) en comparaciéon con coagulante animal ha
mostrado una mayor capacidad para capturar componentes grasos en la cuajada. Este mayor
contenido en grasa puede contribuir en parte a la textura mas fina y mayor untuosidad

descrita para los quesos producidos con coagulante vegetal(Sanjuan, et al., 2002).
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Figura 1.13. Vias metabdlicas generales del metabolismo del citrato en el queso (Adaptado de

McSweeney et al., 2017).

Durante la maduraciéon de los quesos los lipidos van a sufrir una serie de
transformaciones bioquimicas conocidas en su conjunto como lipolisis (Figura 1.14). Estos
procesos pueden consistir en hidrdlisis enzimatica u oxidaciéon quimica de los lipidos. Los
procesos de oxidacidon son mds limitados debido al bajo potencial redox del queso y a la
presencia de agentes antioxidantes naturales, como la vitamina E. Asi, la contribucién de esta
via de degradacién del aroma del queso no es destacable (Fox & McSweeny, 1998; McSweeny
& Sousa 2000). Sin embargo, la hidrdlisis enzimatica (lipasas) de los triglicéridos durante la
maduracién, acidos grasos libres y glicerol, monoglicéridos o diglicéridos es fundamental en
el desarrollo del aroma de los quesos (McSweeney & Sousa, 2000). Especialmente los acidos
grasos cadena corta y medianos son los que contribuyen mayormente al aroma del queso,
mientras que los de cadena larga (>14 atomos de C) lo hacen en menor medida (Molimard &

Spinnler, 1996; McSsweeny & Sousa, 2000). Ademas, debido a su caracter hidrofébicos, los
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lipidos son excelentes portadores de compuestos aromaticos, y también de precursores de

numerosos de estos compuestos (Thierry et al., 2017).

La lipdlisis es desarrollada por dos tipos de enzimas, esterasas y lipasas. Los
triglicéridos en emulsion en la leche pueden inicialmente ser hidrolizados por lipasas. Sin
embargo, los mono- y diglicéridos generados podrian ser hidrolizados por algunas esterasas.
La mayoria de las enzimas lipoliticas son especificas para los acidos grasos esterificados en
las posiciones sn-1 o sn-3 del triglicérido. Inicialmente, los triglicéridos se hidrolizan a 1,2-y
2,3-diglicéridos y mas tarde a 2-monoglicéridos. El acido butirico y otros acidos grasos de
cadena corta y media se encuentran principalmente en la posicidon sn-3 en los lipidos de la
leche, y por lo tanto son los liberados principalmente por las enzimas lipoliticas (MacGibbon
& Taylor, 2006). Estas enzimas responsables de los procesos bioquimicos implicados en la
lipdlisis pueden tener su origen en la leche, el coagulante, los microorganismos presentes
durante la maduracién o lipasas exdgenas anadidas intencionadamente en la elaboracién del

queso (McSweeney, 2004).

La leche contiene una potente lipoprotein-lipasa (LPL) que esta bien caracterizada
(Olivecrona & Bengtsson-Olivecrona, 1991; Olivecrona et al., 2003) y varias esterasas (Deeth
& Fiztgerald, 1976). La LPL tiene una actividad 6ptima a 37°Cy pH 7 y se inactiva a 78°C
durante 10 segundos (Driessen, 1989; Olivecrona et al., 2003). La membrana de los gldbulos
grasos impide la accién de LPL, pero si estos son danados en los tratamientos previos de la
leche la LPL puede desarrollar una importante actividad lipolitica (Thierry et al. 2017). Es una
enzima con baja especificidad por el acido graso, pero en cambio si tiene especificidad por
su posicion. La LPL libera acidos grasos de las posiciones sn-1 y sn-3 de los mono, di y
triglicéridos y de la posicion sn-1 de los glicerofosfolipidos (Olivecrona et al., 2003), por lo
que libera principalmente acidos grasos de cadena corta y media e incluso, con una baja
actividad, puede tener un efecto significativo en el sabor y al aroma del queso (Olivecrona et
al., 2003; Deeth, 2006). La LPL esta asociada fundamentalmente a las micelas de caseinay,
por tanto, es retenida en el queso. Su importancia en la lipdlisis es mayor en los quesos de
leche cruday en menor medida en los de leche pasterizada, porque, aunque es relativamente
estable a la temperatura su actividad se ve afectada por el tratamiento térmico de la leche
(McSweeney & Sousa 2000; Deeth, 2006).
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Respecto al coagulante, aunque su funcién principal es sobre las proteinas, la infusién
de Cynara cardunculus L. utilizada en la elaboracién de quesos de pasta blanda como la
“Torta del Casar” y “Queso de La Serena”, ha mostrado cierta mejora en la lipolisis en los
quesos donde es aplicado, lo cual aumenta con la maduracion. Esto sugiere una ligera
actividad lipasa en el extracto que puede ser debida a la actividad lipolitica inherente de las

enzimas proteoliticas presentes (Agboola et al., 2009).

En los quesos de leche cruda como los quesos extremefios DOP de pasta blanda, la
microbiota natural tiene una gran importancia en los procesos de lipdlisis durante la
maduracién. Las BAL son el grupo predominante en este tipo de quesos tradicionales durante
la maduracién (Montel et al.,, 2014; Fernandez del Pozo, 1988a; Ordiales et al., 2013b).
Diferentes especies de BAL, Lactobacilllus spp. y Lactococcus spp., han mostrado actividad
esterasa (Yvon, 2006; Thierry et al., 2017). Sin embargo, la actividad lipasa es en general
débil, especialmente en los géneros Lactobacillus y Lactococcus (Stepaniak, 2004). Entre las
BAL, los enterococos son el grupo mas destacado por su actividad lipolitica (Tsakalidou et al.,
1994), los cuales se encuentran en un elevado nimero en quesos de leche cruda como la
“Torta” (Ordiales et al., 2013a, b). Esto conlleva que a pesar de que este grupo no destaca
por su capacidad lipolitica y que hay diferencias a nivel de especie y cepas, su contribucién a
este proceso es importante (Collins et al., 2003). Dentro de la microbiota secundaria, las
Pseudomonas spp. se encuentran en elevado nimero en la leche cruda (Ercolini et al., 2009)
y aunque su numero desciende durante la maduracion presentan una elevada actividad
lipolitica y las enzimas liberadas por su autolisis hace que puedan contribuir a este proceso
durante la maduracion (Hantsis-Zacharov & Halpern, 2007; Decimo et al.,, 2014). Las
enterobacterias, y entre ellas Hafnia alvei, asociada a estos quesos, despliegan baja actividad
lipolitica (Macedo & Malcata, 1997b). Entre las levaduras, algunas especies identificadas en
la “Torta” y quesos similares, como Yarrowia lipolytica, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces spp., (Merchan et al., 2020; Goncalves et al., 2017) han mostrado una
importante actividad lipolitica (Boutrou & Guéguen 2005; Atanassova et al., 2016; Centeno
et al., 2017). Otros microorganismos con relevante actividad lipoliticas en otros quesos son
las propionibacterias, por ejemplo P. freudenreichii, en queso emmental y suizos (Dupuis et
al., 1993; Dherbécourt et al., 2010)., Brevibacterium linens en quesos de corteza lavada como
el Limburguer (Thierry et al., 2017) y mohos del género Penicillium spp. en quesos madurados

con mohos como Camembert o azules (McSweeney & Sousa, 2000).

La lipdlisis es un fendmeno que ocurre en todos los quesos, sin embargo, la intensidad
es variable dependiendo la variedad del queso (McSweeny, 2004). La cantidad de acidos
grasos libres (FFA) en el queso es utilizado como indice del grado de hidrdlisis de los
triglicéridos, aunque otras transformaciones pueden también estar implicadas en la
generacion de FFA en el queso, como la hidrélisis de ciertos aminodcidos o la oxidacién de
aldehidos, ésteres y cetonas (Urbach, 1993; Molimard & Spinnler, 1996). En la “Torta” y
quesos similares, la evolucion de la lipdlisis durante la maduracién ha sido estudiada por

Fernandez-Garcia et al. (2006) en “Queso de La Serena”, por Delgado et al. (2009) en “Torta
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del Casar”, y en el queso “Serra da Estrela” portugués por Macedo & Malcata (1996a),
Partidario et al. (1998), Carocho et al. (2015). En todos estos estudios se observd un
incremento de los FFA durante la maduracién resultado de la actividad lipolitica de las lipasas
de la leche y de la actividad microbiana. En el queso de la “Serra da Estrela” el incremento
fue mayor en las primeras etapas de maduracién (Macedo & Malcata, 1996a; Partidario et
al.,, 1998), mientras que en la “Torta del Casar” la dindmica fue creciente en toda la
maduracién especialmente en los dcidos grasos de cadena corta (SFCA) (Delgado et al., 2009).
Al final de la maduracidn en el queso “Serra da Estrela” y “La Serena”, los 4cidos grasos libres
mayoritarios fueron de cadena larga, C16:0 y C18:1, los cuales son mayoritarios en la grasa
de la leche (Fernandez-Garcia et al., 2006; Macedo & Malcata, 1996a). Sin embargo, Delgado
et al. (2009) en la “Torta del Casar” mostré que los mas abundantes fueron los dcidos grasos

IM

de cadena corta, C4.0 y iC5:0, y ademas el indice de SFCA/FFA fue superior al “Queso de La
Serena” con igual periodo de maduracion. Los SFCA tienen una gran implicacion en el aroma
del queso (Collins et al., 2003), por lo que van a estar implicados en el aroma caracteristico
de la “Torta del Casar”. El incremento de los FFA durante la maduracion de estos quesos
mediante procesos de lipdlisis, tienen una gran implicacién en su aroma, ya que a partir de
ellos derivan compuestos como metilcetonas, lactonas, esteres, alcanos y alcoholes
secundarios, con un elevado potencial aromatico y sapido (McSweeny & Sousa, 2000;

McSweeny, 2004).

2.2.2.3.- Protedlisis

La protedlisis es el proceso bioquimico mas complejo e importante que ocurre durante
la maduracién, con un gran impacto en las caracteristicas sensoriales del producto final
(Figura 1.15). En este proceso las caseinas, por accidén de una amplia gama de enzimas
(proteasas y peptidasas) de distinto origen, son degradadas a productos primarios
(polipéptidos) y posteriormente a productos secundarios como péptidos de medio y pequefio
tamafio, y finalmente a aminoacidos libres (Ard6, 2017).

La hidrdlisis de la matriz proteica durante la protedlisis contribuye al desarrollo de la
textura mediante la disminucion de la actividad del agua consecuencia de la mayor absorcion
de moléculas de agua por los nuevos grupos carboxilo y amino liberados como resultado de
la hidrélisis de los enlaces peptidicos. La protedlisis también es responsable de un aumento
del pH debido a la produccidon de NH; por la desaminacién de aminodcidos libres, lo cual
facilita la liberacién de compuestos sapidos durante la masticaciéon (Fox & Mcsweeney,
1996). Ademas, los productos finales de la protedlisis, como péptidos pequeiios vy
aminodcidos, tiene una contribucién directa en la generacién del aromay el sabor. Muchos
aminodcidos tienen gustos caracteristicos y contribuyen al aroma del queso, por ejemplo, el
acido glutamico es el principal contribuyente al sabor umami (Andersen et al., 2010). Otros
aminodcidos pueden ser dulces (serina, glicina, alanina, prolina, treonina), acidos (histidina,
acido glutamico, acido aspartico) o amargos (arginina, metionina, valina, leucina,
fenilalanina, tirosina, isoleucina, triptdfano). También se pueden generar sabores
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indeseables, especialmente amargor, principalmente debido a la generacidn de péptidos que
contienen una mayoria de aminodcidos de cadena lateral no polar y son muy hidréfobos
(Roudot-Algaron, 1996; McSweeney, 2017).

La aceleracidn de la protedlisis no incrementa necesariamente el desarrollo del sabor,
por lo que la produccién de aminoacidos no es el paso que limita la generacion del aroma del
queso. Los aminoacidos libres son el sustrato de una serie de reacciones complejas, que junto
con la reaccion de los aminoacidos con otros compuestos generan una amplia gama de
sabores y compuestos aromaticos, como amoniaco, aldehidos, fenoles, indol y alcoholes, con
un papel crucial en el aroma del queso (Sousa et al., 2001; McSweeney, 2017). En el
catabolismo de los aminodcidos, en primer lugar, se producen reacciones de
descarboxilacion, desaminacidon, transaminacion, desulfuracion e hidrélisis de la cadena
lateral de los aminoacidos. Posteriormente, en segundo lugar, se da la conversion de los
compuestos resultantes de las primeras transformaciones, asi como de aminodcidos, en
aldehidos, fundamentalmente por la accién de las desaminasas sobre las aminas. Finalmente
tiene lugar la reduccién de los aldehidos a alcoholes, o su oxidacidn a 4cidos. En el caso de
los aminodcidos azufrados, pueden experimentar una extensa conversion y dar lugar a la
formacién de diversos compuestos, como metanotiol y otros derivados azufrados (Curtin &
McSweeney, 2004).

La extension y velocidad de la protedlisis durante la maduracion del queso va a ser
variable dependiendo del tipo de queso. En consecuencia, la concentracién de aminodcidos
libres se incrementa durante la progresién de la protedlisis y su concentracién final es
variable en funcién de la variedad de queso, por lo que es un pardmetro comiunmente
aplicado como indice de maduracién de los quesos (Tavaria & Malcata, 2003a; Almeida &
Sim&es, 2018). Las enzimas proteoliticas y peptinoliticas implicadas en este proceso son
varias y proceden tanto de la leche (plasmina y en menor medida la catepsina D y otras
proteinasas de las células somaticas), del agente coagulante, de los cultivos iniciadores si
son utilizados y de la microbiota endégena del queso, o incluso de enzimas proteoliticas
exogenas afiadidas intencionadamente en el proceso de elaboracidon para acelerar la
maduracién y acentuar el aroma (Sousa et al., 2001). La importancia relativa de cada una de
estas enzimas en la protedlisis durante la maduracién depende de la variedad de queso y su
proceso de elaboracién ya que hay multiples factores a considerar que influyen en este
proceso como son la composicion quimica (especialmente contenido de sal y humedad), el
pH y en conjunto todos aquellos factores que condicionan la accesibilidad de los diversos

sitios de escision de las caseinas (Wilkinson & Kilcawley, 2005).
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Cada una de las enzimas implicadas en la protedlisis tiene una actividad especifica,
pero la complementariedad entre ellas hace que todas en su conjunto proporcionen un
mayor efecto que cada una individualmente (Pereira et al., 2008). En general, en muchas
variedades de quesos, la hidrélisis inicial de las caseinas es provocada por el coagulante y en
menor medida por plasmina, lo que resulta en la formacién de péptidos grandes, insolubles
en agua, y medianos, solubles en agua, que posteriormente por la accion de las proteasas del
coagulante y por enzimas del cultivo iniciador, si es utilizado, o la microbiota natural del
qgueso en los elaborados con leche cruda son degradados a péptidos menores y aminoacidos
(Sousa et al., 2001).

Los quesos de pasta blanda elaborados a partir de leche cruda y coagulante vegetal
como la “Torta del Casar” y el “Queso de La serena” presentan unas caracteristicas de aroma
y textura derivados de una intensa protedlisis durante su maduracioén (Delgado et al., 2010a;
Ordiales et al., 2013c). En su elaboracién, se utiliza coagulante vegetal procedente de la
infusion de las flores del cardo Cynara cardunculus L. En general la aplicacion de los
coagulantes vegetales en la industria quesera es limitada debido a su alta actividad
proteolitica que puede ocasionar sabores amargos no deseados y potenciados por un
deficiente manejo del coagulante, como realizar infusiones en agua caliente, con exceso de
cloro, o unas malas condiciones ambientales de conservacién. El tipo de leche y su
composicion va a tener una gran influencia en el aroma de los quesos elaborados con
coagulante vegetal. Su uso estd extendido principalmente en el area mediterranea en la
elaboracion de quesos tradicionales de leche de oveja y cabra, en los cuales no se genera un
sabor excesivamente amargo (Almeida & Simdes, 2018). Sin embargo, su aplicacion en queso
de leche de vaca puede ocasionar un amargor excesivo por la presencia de péptidos
hidrofébicos (Barbosa et al., 1981). En el caso de la leche de oveja la estructura de las caseinas
es menos sensible que en la de vaca a la formacidon de estos péptidos por la actividad

proteolitica del coagulante (Pelissier & Mnachon, 1976).

La actividad proteolitica del coagulante obtenido del cardo Cynara cardunculus L. es
debido a la presencia de proteasas asparticas. Las mas abundantes y mejor caracterizadas
son la cardosina A y cardosina B, las cuales en términos de actividad y especificidad son
similares a la quimosina y pepsina del coagulante animal, respectivamente (Sousa et al.,
2001). Ademas, otras cuatro cardosinas (E, F, G y H) han sido descritas (Ben Amira et al.,
2017). Las cardosinas despliegan una mayor actividad proteolitica frente a las caseinas que
la quimosina (Macedo et al., 1996b; Sousa & Malcata 2002). Diferentes estudios en quesos
comparando la actividad del coagulante vegetal y animal han mostrado un mayor contenido
de nitrégeno soluble al inicio de la maduracién de los quesos elaborados con coagulante
vegetal, producto de la mayor hidrélisis de las caseinas por el coagulante vegetal, dando lugar
a un producto final con un mejor aroma (Tejada & Fernandez-Salguero 2003; Tejada et al.
2007; Agboola et al., 2004; Galan et al., 2008; Jacob et al., 2011). De este modo, en la
elaboracion de la “Torta” y quesos similares, el coagulante vegetal residual que queda en la

matriz del queso, despliega un elevado nivel de hidrdlisis de las caseinas al inicio de la
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maduracién. En la etapas finales de la maduracién, los péptidos que quedan libres son
hidrolizados en la protedlisis secundaria por la microbiota enddgena y, por lo tanto,
ejerciendo un papel determinante en la concentracion de péptidos menores y/o aminoacidos
libres, lo que permite la obtencién de quesos con unas caracteristicas Unicas debido a la
obtencidn de una textura mas blanda y cremosa, asi como un aroma intenso, ligeramente
picante y amargo, propiedades muy apreciadas por los consumidores (Roa et al., 1999;
Tavaria et al., 2003a; Delgado et al., 2010a,b; Ordiales et al., 2013c; Almeida & Simdes, 2018).

2.3.- COMPOSICION QUIMICA Y CARACTERISTICAS DE CALIDAD

En los ultimos 25 afos diversos estudios cientificos han abordado el andlisis del
proceso de maduracién de quesos procedentes de la DOP “Torta del Casar” y “Queso de la
Serena” de pasta blanda. Estos trabajos, entre otros aspectos, han descrito los parametros
fisicoquimicos, composicién quimica y caracteristicas sensoriales de estos productos tan
singulares. En la Tabla 1.4 se presentan los datos relativos a las caracteristicas fisicoquimicas
y composicién quimica del producto final en los estudios realizados hasta la actualidad.

En general, los datos obtenidos presentan diferencias tanto entre las distintas DOP
como entre los diferentes estudios para un mismo tipo de queso. Los procesos de elaboracién
y las industrias han evolucionado mucho en las ultimas décadas, influyendo en gran medida
en las caracteristicas del producto final. Ademas, otros factores como la composicién de la
leche, la temporalidad, las técnicas analiticas utilizadas, entre otros, dan lugar a una cierta
variabilidad en los pardmetros fisicoquimicos y composicidon quimica del producto final.

Los parametros fisicoquimicos de pH, actividad de agua (aw) y humedad, son bastante
homogéneos en quesos de ambas DOP. Los estudios muestran valores de pH de
aproximadamente 5,5, excepto en el estudio de Garde et al. (2007) que detecté en “Queso
de La Serena” un pH excesivamente bajo de 5,06 y fuera del rango exigido por el pliego de
condiciones de la DOP. La Humedad esta en valores préximos al 40%, cumpliendo asi el
porcentaje minimo de extracto seco del 50% exigido en los pliegos de condiciones de ambas
DOP. En relacidn con la actividad de agua, aunque solo un estudio refleja su valor,
normalmente la actividad de agua de este tipo de quesos es elevada y esta en el producto

final en valores en el rango de 0,94-0,96.

44



Introduccion

Tabla 1.4. Caracteristicas fisicoquimicas y composicion quimica de quesos extremenos de pasta blanda elaborados a partir de leche cruda de oveja con coagulante vegetal.

Parametros Torta del Casar Queso de La Serena
Valores Referencias Valores Referencias
pH 5,37-5,65 Delgado et al.,, 2009, 2015; Ordiales et al.,, 5,06-5,42 Garde et al., 2007; Roa et al., 1999
20133, b
Actividad de agua (aw) 0,94 Ordiales et al., 2013b, ¢ -
Humedad % 40,84-43,33 Delgado et al.,, 2009, 2015; Ordiales et al., 39,79-42,63 Marsilla, 1979; Roa et al., 1999; Freitas &
20133, b Malcata, 2000
NaCl (% del ES) 3,32 Ruiz et al., 1984 3,54-5 Marsilla, 1979; Roa et al.,, 1999; Freitas &
Malcata, 2000
Cenizas (% del ES) 7,64 Ruiz et al.,, 1984 8,7 Marsilla, 1979
Grasa (% del ES) 47,91-57,33 Ruiz et al., 1984; Delgado et al., 2009 53,30-54,44 Marsilla, 1979; Roa et al.,, 1999; Freitas &
Malcata, 2000
Proteina (% del ES) 29,74-41,46 Ruiz et al., 1984; Delgado et al., 2009; 37,5-41,50 Marsilla, 1979; Roa et al.,, 1999; Freitas &
Ordiales et al. 2013c Malcata, 2000
NS (% del NT) 20,92 Delgado et al., 2010a 32,9-38,80 Freitas & Malcata, 2000
42,28 Delgado et al., 2015
NNP (% del NT) 6,99 Delgado et al., 2010a 12,70-14,55 Freitas & Malcata, 2000
22,38 Delgado et al. 2015
Aminoacidos libres 2,82 Delgado et al., 2010a 3,7 Garde et al., 2007
(mg/gramo de queso) 1,89 Delgado et al., 2015
N proteico (% del NT) 92,53 Delgado et al., 2010a 89,68 Fernandez-Salguero et al., 1978
N caseinas (% del NT) 77,03 Delgado et al., 2010a 61,85 Fernandez-Salguero et al., 1978
N polipéptidos (% del NT) 38,73 Delgado et al., 2010a 31,84 Fernandez-Salguero et al., 1978
% degradacion al-caseina 54,41 Delgado et al., 2010a 84,9; 44,8; 81,4; 81,6 Garde et al., 2007 Roa et al., 1999; Fernandez
Del Pozo et al., 1988b; Medina et al., 1991
% degradacion B-caseina 57,36 Delgado et al., 2010a 77,57; 41,8; 50,5; 77 Garde et al., 2007; Roa et al., 1999; Fernandez
Del Pozo et al., 1988b; Medina et al., 1991
Acidos grasos libres FFA 2935 Delgado et al., 2009 2884,25 Fernandez-Garcia et al., 2006
(mg FFA/kg queso)
Ratio SCFA/FFA 0,41 Delgado et al., 2009 0,15 Fernandez-Garcia et al., 2006
Ratio MCFA/FFA 0,09 Delgado et al., 2009 0,21 Fernandez-Garcia et al., 2006
Ratio LCFA/FFA 0,5 Delgado et al., 2009 0,64 Ferndandez-Garcia et al., 2006
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La composicidn quimica muestra valores similares de concentracién de sal y minerales

IM

en extracto seco. El “Queso de La Serena” presenta un valor medio superior de minerales,
probablemente debido al hecho de utilizar leche exclusivamente del tronco Merino, con un
elevado contenido de extracto seco (Caballero de la calle et al., 2001). El contenido en sal de
los quesos de la “Torta del Casar” se encuentra dentro de los valores exigidos por el
Reglamento de su DOP, mientras el Reglamento de la DOP “Queso de La Serena” no
especifica limites de sal para los quesos que ampara. En relacién con el contenido en grasa 'y
proteinas los estudios realizados muestran una gran variabilidad, probablemente debido a la
composicion quimica de la leche utilizada en la elaboracién del queso. Este tipo de quesos
presentan un elevado contenido en grasa, con valores en general superiores al 50% en
extracto seco exigido por el reglamento de ambas DOPs. En relacidn con al contenido de
proteinas, excepto Delgado et al. (2009), todos los estudios muestran valores proximos al
40% en extracto seco, superiores al 35% especificado en el pliego de condiciones de la DOP
“Queso de la Serena”. Las mayores diferencias se observan en los pardmetros que reflejan
los procesos de protedlisis y lipdlisis que ocurren durante la maduracién, y con gran
influencia en el aroma y textura del producto final. Esta variabilidad entre estudios es
consecuencia de la falta de estandarizacién en diversas etapas del proceso de elaboracion,
gue pone de manifiesto una de las principales problematicas de este tipo de quesos, que es
la heterogeneidad del producto final.

En general, en todos los estudios, los parametros relacionados con el efecto de la
protedlisis sobre las proteinas del queso muestran que durante la maduracion de los quesos
de pasta blanda extremefios con DOP, ocurre una intensa protedlisis. Este fendmeno ha sido
estudiado mas intensamente en el “Queso de La Serena” (Fernandez Del Pozo et al., 1988b;
Medina et al., 1991; Roa et al.,1999; Garde et al., 2007). En la “Torta del Casar” Delgado et
al. (2009; 2015) a los 60 dias de maduracién encontré claras diferencias en las diferentes
fracciones de nitrdgeno, mientras que los valores aportados por Ordiales et al. (2013c; 2014)
son dificilmente comparables al expresarse en diferentes unidades. En relacién con la
degradacion de las caseinas, aunque existen diferencias entre estudios en el porcentaje de
degradacion final y en la evolucidn de la degradacién, hay que destacar que todos muestran
una intensa degradacioén de las caseinas en el producto final, al igual que ocurre en quesos
de similares caracteristicas en Portugal (Macedo & Malcata 1997c; Roseiro et al., 2003) y
superior a otros quesos de oveja con diferentes caracteristicas de textura. La protedlisis en
los quesos de pasta blanda extremefios es una de sus principales caracteristicas y esta
directamente implicada en una de las singularidades de estos quesos, que es su textura
cremosa y untuosa, en ocasiones casi liquida. Delgado et al. (2010a) y Ordiales et al. (2014)
en “Torta del Casar” y Fernandez Del Pozo et al. (1988b) y Medina et al. (1991) en “Queso de
La Serena” demostraron en sus estudios que existe una fuerte correlacion entre la

degradacion de las caseinas en la “Torta” y sus caracteristicas de textura.

La fraccidn lipidica también sufre importantes modificaciones durante la maduracidn

de los quesos extremenos DOP de pasta blanda mediante la lipdlisis. El contenido final de
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acidos grasos libres es muy similar en quesos de ambas DOP, sin embargo, Delgado et al.
(2009) mostré un ratio mayor de acidos grasos de cadena corta, los cuales tienen una
implicacién mayor en el aroma debido a su menor umbral de percepcién y a que cada uno
de ellos proporciona una nota de sabor caracteristica (MsSweeney & Sousa, 2000; Collins et
al., 2003).

Otro factor de elevada importancia en la eleccién de un determinado queso por los
consumidores es su aroma. El perfil de compuestos volatiles es un reflejo del olor y aroma
del producto. La formacién del aroma del queso es el resultado de complejas reacciones
consecuencia de los cambios bioquimicos que tienen lugar durante la maduracidon que
originan en el producto final un conjunto de compuestos quimicos volatiles y no volatiles que
determinan un perfil aromatico Unico (Fox & Wallace, 1997; Plutowska & Wardencki, 2007;
Delgado et al.,, 2010b). El perfil de compuestos volatiles de los quesos de pasta blanda
extremefios con DOP ha sido descrito en el “Queso de La Serena” por Carbonell et al. (2002)
y en la “Torta del Casar” por Delgado et al. (2010b) y Ordiales et al. (2013a). Estos estudios
mostraron que este tipo de quesos presentan un perfil aromatico complejo producto de
complejas reacciones de degradacion de los azlcares, principalmente lactosa, de los
aminodacidos, especialmente valina, leucina, isoleucina y treonina, y de los lipidos vinculado
a los acidos grasos libres producto de los procesos de lipdlisis. Carbonell et al. (2002) en
“Queso de La Serena” mostré que tanto la temporada como la industria tienen una fuerte
influencia en el perfil aromatico, en el cual destacaban la fraccién de los alcoholes y los
ésteres. Ademads, destacd la presencia de una amplia diversidad de terpenos, especialmente
en quesos de primavera, los cuales presentaban mayor abundancia de compuestos y fueron
mejor valorados. En general, los quesos mejor valorados presentaban mayor contenido de
ésteres, aldehidos de cadena larga y acidos carboxilicos y menor contenido de 2-butanoa, 3-
methyl-1-butanal y compuestos azufrados. A pesar de ser quesos similares, Delgado et al.
(2010b) mostrd claras diferencias en el perfil aromatico de la “Torta del Casar” con respecto
al “Queso de La Serena”, probablemente debido en parte a las diferentes metodologias
utilizadas en la extraccién de los compuestos volatiles. En la “Torta del Casar” los principales
grupos de volatiles a los 60 dias de maduracion eran los acidos carboxilicos seguidos de los
ésteres, contrariamente al “Queso de la Serena” donde predominaban los alcoholes y ésteres
y los acidos carboxilicos tenian menor importancia. Igualmente, Ordiales et al. (2013a) en
“Torta del Casar” encontré que el principal grupo de compuestos volatiles eran los acidos
carboxilicos. Sin embargo, en segundo lugar, destacaban los alcoholes con escasa
importancia de los ésteres. La mayor importancia en el aroma de la “Torta del Casar” de los
acidos acético y propidnico originados por la actividad microbiana y de acidos carboxilicos
originados por la degradacion de aminodcidos (acidos 2-metilpropanoico y 3-metilbutanoico)
en detrimento de otros acidos originados en la lipdlisis, es una caracteristica Unica que
distingue el aroma de este queso de otros (Delgado et al., 2010b). En general, los andlisis

III

sensoriales califican tanto al “Queso de La Serena” como a la “Torta del Casar” como quesos
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de textura cremosa o untuosa y de un aroma intenso y ligeramente amargo (Freitas et al.,
2000; Delgado et al., 2010a; Ordiales et al., 2013a).

2.4.- DEFECTOS Y ALTERACIONES

El origen de los defectos en el queso puede ser muy diverso, pudiendo estar
relacionados tanto con las caracteristicas de las materias primas, leche y coagulante vegetal,
como con las distintas etapas de fabricacién (Hassan et al., 2013). Las caracteristicas
microbioldgicas y fisicoquimicas iniciales de la leche cruda tales como la carga y el tipo de
microbiota, pH, potencial de dxido-reduccidn, contenido en caseina y grasa, dimensidn de las
micelas, polimorfismo genético y contenido en calcio, asi como los tratamientos tecnolégicos
previos de la leche, tienen gran influencia sobre las diferentes fases de la elaboracion del
qgueso y, por tanto, sobre su calidad final (Mahaut et al., 2003). Cambios en las caracteristicas
microbioldgicas de las materias primas y/o un procesamiento incorrecto, en particular en los
guesos de leche cruda, pueden dar lugar tanto a la pérdida de atributos organolépticos
deseables como a la presencia de defectos (Pirisi et al., 2007). De acuerdo con el cédigo de
practicas de higiene para la leche y los productos lacteos (CAC / RCP 57-2004), la leche cruda
se define como la leche que no se ha calentado mas alld de 40 °C o se ha sometido a un
tratamiento que tenga un efecto equivalente. La calidad de la leche cruda recibida en Ila
gueseria depende de varios factores: salud del animal, alimento suministrado, condiciones y
procedimientos de ordefio, limpieza de equipos, control de temperatura, duraciéon del
almacenamiento intermedio y condiciones apropiadas para el transporte. El incumplimiento
de estos factores pone en peligro la seguridad alimentaria e inevitablemente conduce a la
pérdida de la calidad del producto, que puede manifestarse en forma de defectos en el queso
(Bachmann et al.,, 2011). En muchos casos, tanto el factor humano como la variacidon
estacional en la produccién de leches supone también una riqueza de aromas vy tipos de
texturas que deben ser conservadas pero que, en otros casos, desembocan en alteraciones

y defectos sensoriales del producto final (Barcenas et al. 1998, 2001; Issanchou et al., 1997).

2.4.1.- Asociados a la composicidon de la leche

En el caso de los quesos artesanales, el impacto de las variaciones estacionales y los
diferentes tipos de alimentaciéon del ganado en la produccidn y caracteristicas de leche
fueron estudiadas por Ndjera et al. (2009). En muestras de nueve lotes comerciales de leche
cruda de oveja asociados a diferentes alimentaciones (ratios de concentrado: forraje y
tiempos de pastoreo), pudieron observar su influencia en el contenido en proteina, grasay
calcio en funcidn del tipo de lactancia (tempranay tardia). Estos cambios fueron responsables
de las variaciones en las propiedades de coagulacién del cuajo y textura de la cuajada, que
afectan en dltima instancia las propiedades reoldgicas y sensoriales del queso.
Recientemente, Fogeiro et al. (2020) en queso “Serra da Estrela” estudid la influencia de la
variacion estacional de la leche en el ratio de grasa/proteina y en las caracteristicas del

queso. Los resultados obtenidos muestran que el momento de la temporada de ordefio tiene
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una gran influencia en la composicién quimica del queso y en sus caracteristicas de texturay
color. Ademads, el empleo de forma adecuada del coagulante vegetal en base a las
caracteristicas de la leche puede ser una herramienta util para ajustar las propiedades

sensoriales del producto final y mejorar la homogeneidad del producto a lo largo del afio.

De esta forma, los cambios en el contenido de grasa de la leche de oveja como
consecuencia del pasto fresco ingerido por los rumiantes en primavera pueden afectar a la
estructura y el tamafio de los glébulos de grasa (Walstra et al., 2006; Lopez et al., 2007), y la
resistencia mecanica de la pasta de queso podria reducirse y producir grietas durante la
maduracién del queso (McSweeney, 2007). El aumento del contenido de grasa también
podria impedir un drenaje homogéneo de suero (Kindstedt, 2005) y, en consecuencia, un

drenaje inadecuado podria dar como resultado una coloracidn irregular de la pasta de queso.

2.4.2.- Asociados a aspectos tecnolégicos

En cuanto a problemas asociados a las diferentes etapas del proceso de elaboracion,
en la coagulacion de la leche cruda de oveja en los quesos de pasta blanda extremefios con
DOP, se utiliza como coagulante la infusién de las flores secas del cardo Cynara cardunculus
L. En Extremadura hay una Unica empresa con registro sanitario para la recoleccion del medio
natural y posterior secado de las flores. El coagulante utilizado puede generar defectos en
los quesos (Pirisi et al., 2007), como sucede en este tipo de quesos con el coagulante vegetal
obtenido del cardo. Sin embargo, la preparacién y aplicacidon del coagulante vegetal en la
elaboracion de estos quesos cremosos es un proceso no estandarizado en la actualidad. Las
actividades de coagulacion y la implicacién en la protedlisis del coagulante tienen un impacto
importante tanto en los pardmetros fisicoquimicos en las etapas iniciales, como en la textura
y las propiedades sensoriales del producto final. Los estudios cientificos sobre las
propiedades tecnoldgicas de este coagulante han demostrado que la variabilidad en las
poblaciones naturales de Cynara cardunculus L. cosechadas, incluso en ocasiones mezcladas
con otras partes de la planta, unido al estado de maduracidn de la flor, tiempo de secado,
humedad final y el proceso de preparacién del coagulante tienen una gran influencia en el
proceso de coagulaciéon de la leche, proceso de maduracién y en las caracteristicas
sensoriales finales del queso (Sousa & Malcata, 2002; Ordiales et al., 2012; Ordiales et al.,
2013c; Ordiales et al., 2014; Correia et al., 2016; Guiné et al., 2016; Fogeiro et al., 2020). Por
otro lado, la falta de estandarizacion del coagulante vegetal conlleva ademas una deficiente
calidad microbiolégica que es inoculada al queso, siendo otro factor potencial de variabilidad
en la calidad final del producto (Ordiales et al., 2013a).

Posteriormente, las etapas de corte de la cuajada y desuerado también presentan
gran influencia en la calidad de los quesos finales y pueden ser por tanto un origen de
defectos (Kindstedt, 2005; McSweeney, 2007). Una retencion excesiva de suero puede
deberse a una baja temperatura en la prensa, una actividad insuficiente de las bacterias del

acido lactico o un prensado débil de la cuajada de queso (Kindstedt, 2005). En el caso de los
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guesos de pasta blanda como la “Torta del Casar” y el “Queso de La Serena”, las temperaturas
de cuajado son inferiores a lo normal, lo que puede provocar cuajadas blandas con masas
deficientemente desueradas que originan elevado polvo de queso y por tanto menor
rendimiento quesero. Una cuajada deficientemente desuerada en este tipo de quesos
presentard una mayor fermentabilidad, y por ende problemas de maduracidn caracterizados

por una excesiva expulsion de suero.

En la actualidad, en la elaboracion de este tipo de quesos tan singulares, el comienzo
del corte de la cuajada y un desuerado y endurecimiento del grano idéneo, se basa en
criterios subjetivos, puesto que es el maestro quesero quien lo decide y realiza. El objetivo
es lograr, mediante el agitado y aumento de la temperatura de la masa en caso necesario, la
expulsiéon del suero de manera adecuada, que debe presentar un color amarillo vy

transparente.

Dado que el proceso de fabricacion de este tipo de quesos se caracteriza por un escaso
tiempo de prensado, el desuerado constituye una de las etapas mas importantes, al permitir
definir el grado de humedad de la masa al moldeo y su posterior desarrollo. Resulta
fundamental, por tanto, disponer de una materia prima con una éptima aptitud al cuajado y
realizar un adecuado corte de la cuajada y sinéresis, que permitan una correcto desuerado y

formacién del grano.

Los quesos con un alto contenido acuoso presentan elevadas concentraciones de
suero y lactosa y, por lo tanto, las bacterias del acido lactico pueden producir una gran
cantidad de acido lactico y, en consecuencia, la acidez del queso serd alta (Kindstedt, 2005).
McSweeney (2007) sefialé que una excesiva humedad de la pasta del queso, ocasionada por
un insuficiente prensado, puede dar lugar a pastas demasiado blancas junto a otros defectos
como una textura blanda y un sabor excesivamente acido. De esta forma, una excesiva
humedad por un deficiente trabajo de batido en cuba o escaso desuerado de la masa al
moldeo en el proceso de elaboracidn de quesos de pasta blanda como la “Torta del Casar” y
“Queso de La Serena”, puede originar una rapida fermentacién y acidificacién de la misma,
con probabilidad de hincharse al inicio del periodo de maduracién, ademas de conducir a
quesos con una textura final de la crema inadecuada, mientras que una baja humedad en la
masa, presentard tortas menos cremosas, aln con una buena protedlisis, por lo que el

desuerado de la cuajada debe ser el idéneo (Gonzalez, 2009).

Durante la etapa de moldeo, prensado y salado de los quesos, puede aparecer un
defecto en los quesos caracterizado por el desarrollo mecdnico de ojos en su interior, cuyo
origen se debe también a un drenaje excesivamente intenso de la cuajada en el corte, que
podria conferir una consistencia friable a la pasta, originando grietas tanto en el interior
como en la corteza (Marra et al., 1998), o por un insuficiente o rapido prensado (Ortiz, 2005).
En los quesos de pasta blanda tipo como la “Torta del Casar” y “Queso de La Serena”, la

aparicidn de ojos mecdanicos en la masa genera una textura granular y aspecto mixto de ojos
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y grietas irregulares producto de la falta de unidn de la pasta (Figura 1.16). Este defecto se
origina cuando se produce una eliminacién de parte del suero en la cuba antes de lo debido
en la elaboracidn de este tipo de quesos, propiciando la inclusién de aire en la masa que evita

una cohesioén eficiente de la misma (Gonzdlez, 2001).

Durante el proceso de elaboracion de quesos también se pueden originar defectos por
cambios en los procesos bioquimicos que ocurren en la maduracidon (Engel et al., 2001;
(Boyazoglu & Morand-Fehr 2001; Broadbent et al., 2002). En estos procesos tienen una gran
implicacion los microorganismos cuya repercusion en los defectos sera abordada en el
siguiente apartado. De esta forma, la maduracidon influye en el desarrollo de las
caracteristicas sensoriales de los quesos, debido a su efecto sobre su composicién quimica,
como la pérdida de humedad, actividad enzimatica para la degradacién de la lactosa residual
o lipdlisis de la grasa, la cual provoca un aumento de la cantidad total de acidos grasos libres
y la protedlisis de caseina, que conduce a la produccién de aminoacidos y precursores de
sabor (Virto et al.,, 2003). En la etapa de maduraciéon de quesos, también se producen
defectos relacionados con las condiciones de humedad y temperatura (Kindstedt, 2005). La
aparicion de coloraciones en la corteza puede deberse a una contaminacién ambiental por
mohos y levaduras durante la maduracién, particularmente cuando la temperatura es
excesivamente alta en la cdmara de maduracion (Mahaut et al., 2003).

Figura 1.16. Ojos mecanicos en la pasta en queso Gouda (A), tipo “Torta” durante el proceso de

maduracidn (B) y tipo “Torta” finalizada la maduracién (C).

En quesos de pasta blanda extremefios con DOP, el nivel de acidos grasos libres
también aumenta significativamente durante la maduracion. En cambio, los procesos
oxidativos en la fraccidon de proteinas y lipidos no afectan de forma relevante a las
caracteristicas de calidad de la “Torta” (Delgado et al., 2009). Sin embargo, la protedlisis que
se lleva a cabo durante la maduracidn de estos quesos influye de forma determinante en su
textura suave y untable, la cual se lleva a cabo a temperaturas bajas entre 3-6°C y humedades
relativas elevadas entre 90-95%, condiciones que favorecen una protedlisis poco intensa en
los primeros 30 dias de maduracidn y mayor entre los 30—60 dias de maduracién (Delgado et
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al., 2010a). Variaciones en la temperatura durante la maduracién influyen directamente en
los procesos de protedlisis tanto en su intensidad como en su dinamica (Feeney et al., 2001;
Sihufe et al., 2010) afectando a las caracteristicas sensoriales de textura y aroma del queso.
Cualquier interpretacidn errénea por parte de los operadores del estado de la evolucidn del
queso en la cadmara de maduracidn, o inadecuadas condiciones ambientales, pueden
provocar numerosos defectos que afectardn a la calidad de este. De este modo, velocidades
excesivas de aire en la camara de maduracién, motiva que este tipo de queso tan fragil se

agriete y permita la penetracién en su interior de contaminaciones no deseables.

Asimismo, un secado y cortezado de los quesos en la primera fase de la maduracion,
provocara que el queso no madure adecuadamente al retener suero en su interior, cuya
acidificacion evitara la obtencion de la textura cremosa buscada. En estas condiciones, se
origina un queso caracterizado por poseer un interior dcido y en ocasiones, de textura poco
untuosa. La renovacidn frecuente de aire en las camaras de maduracién también es un factor
importante, puesto que en la fase final de maduracidn puede acumularse un exceso de NH3
que favorece la degradacién de grasas en las cortezas de los quesos y que aparezcan aromas

rancios.

Por otro lado, este tipo de quesos de pasta blanda como la “Torta del Casar” y “Queso
de La Serena” que presenten de cuajadas blandas y baja fermentabilidad es aconsejable
condiciones de maduracién de temperatura alta en la cdmara para favorecer la expulsién del
suero y que remelen pronto. Por el contrario, si el desuerado se produce después, la
formacién de la corteza puede favorecer la aparicidn de mohos en la superficie, arrugando la
corteza y dando mal aspecto al queso (Gonzalez, 2009). En general, para evitar el desarrollo
de mohos que estropeen la corteza, en los primeros 10 dias de maduracién se aplica
antifingico, principalmente natamicina, sin adherentes para no impedir el desuerado del
queso y acidificacidn del interior que influiria negativamente en la maduracién. Al final de la
maduracién, antes de la comercializacidn, se aplica un antifungico a mayor concentracidn

con adherente, para darle rigidez también a la corteza y evitar su rotura y salida de la pasta.

2.4.3.- Asociados a las condiciones higiénicas y microbioldgicas

Uno de los principales problemas asociados con los quesos de leche cruda es la
presencia de microorganismos indeseables durante los procesos de fabricacidon y
maduracién. El uso de leche cruda, la ausencia de cualquier proceso térmico de
estandarizacion, la variacion en las condiciones de higiene que prevalecen en las granjas,
junto con diferentes protocolos de ordefio y manipulacidn, conducen a una variabilidad
extensa e impredecible en la microbiota de la leche y, por lo tanto, en la del queso elaborado
con leche cruda durante la maduracion (Pereira et al., 2010a). Aunque las BAL son una parte
importante de la microbiota de la leche cruda (Lactococcus spp., Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp.), microorganismos indeseables como enterobacterias, coliformes,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. o incluso patégenos como Listeria
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monocytogenes, Salmonella spp. y E. coli pueden estar presentes, aumentando el potencial

de riesgo para la salud publica (Pereira et al., 2010a).

Por otro lado, las leches con baja bacteriologia, como son aquellas que presentan
restos de calostros, especialmente de BAL, también representan un problema a la hora de
elaborar quesos de pasta blanda como la “Torta del Casar” y el “Queso de La Serena”, puesto
gue fermentan de forma mas lenta y los quesos evolucionan de manera deficiente, pudiendo
presentar acidificacién retardada o postacidificacion, con una ligera caida de pH, en lugar de
remontar, que es lo que se espera para conseguir una cremosidad de la pasta adecuada para
este este tipo de quesos de pasta blanda. Con frecuencia, esta baja bacteriologia en la leche
puede estar caracterizada por microorganismos que no sean tecnoldgicamente adecuados,

abundando por tanto microorganismos productores de gas y proteoliticos.

El factor humano en el proceso de elaboracidn del queso afecta también a la calidad
del queso. Caridi et al. (2003), pusieron de manifiesto la necesidad de aumentar la calidad
higiénica del queso artesanal de oveja Pecorino del Poro durante todo el proceso productivo
(ordefio, almacenamiento de leche, fabricacion de queso) al presentar altos niveles de
enterococos, coliformes y E. coli, los cuales no son solo debidos a la contaminacion de la
leche, sino también a su temperatura de almacenamiento antes de la fabricacién, que
genera una lenta produccién de acido durante la elaboracién del queso que afecta a los
pardmetros de coagulacion del coagulante, la textura de la cuajada y las variables de
composicion brutas. Antes del proceso de elaboracién, la leche cruda empleada en este tipo
de quesos puede ser almacenada en frio (entre 2-6 °C) durante largos periodos (hasta 48-72
h), favoreciendo la proliferacion de microorganismos psicrétrofos en la leche como las
Pseudomonas spp., que afectan al cuajado de la leche y que generan pigmentaciones en la
superficie de los quesos (del Olmo et al.,, 2018; Figura 1.17A). Estos microorganismos
presentan una actividad proteolitica tal, que son capaces de alterar también la consistencia
de los quesos en general, dando como resultado una pasta que se agrieta con mas facilidad
después del prensado (Fonseca et al., 2012; Malacarne et al., 2013). Ademas, consecuencia
de su potencial proteolitico pueden ocasionar aromas excesivamente amargos (Lemieux &
Simard, 1991).

Asi mismo, el proceso de maduracidn es un factor esencial determinante de la calidad
final y posterior venta (Boyazoglu & Morand-Fehr, 2001) ya que los cambios bioquimicos que
ocurren durante la maduracién influyen de forma decisiva en el desarrollo de las propiedades
sensoriales de los quesos. Los cambios debidos a la pérdida de humedad y el desarrollo de
los procesos de glucdlisis, lipdlisis y protedlisis determinardn la textura, sabor y aroma del
queso final (Virto et al.,, 2003). En estos procesos tienen una gran implicacidon los
microorganismos, que, como resultado de esta fuente de variabilidad en la elaboracién del
qgueso, se pueden esperar importantes cambios en las caracteristicas de los mismos, y
también en las frecuencias de aparicion de defectos. Asi, esta gran heterogeneidad puede
tener una influencia negativa en los parametros de calidad del queso, incluido el bajo
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rendimiento quesero, asi como la falta de homogeneidad entre lotes de factores sensoriales
relevantes, como los parametros de textura (Tunick, 2000). Ordiales et al., (2013a)
concluyeron que un crecimiento incontrolado de BAL heterofermentativas tiene un efecto
negativo en el sabor de este tipo de quesos. El desarrollo excesivo de BAL
heterofermentativas, como Leuconostoc spp., ademds de producir aromas inadecuados
puede ocasionar una excesiva produccidon de gas que ocasione hinchazén en el queso
(O’Sullivan et al., 2013) (Figura 1.17B).
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Figura 1.17. Pigmentacion azul causada por Ps. Fluorescens (A). Hinchazén temprana en queso tipo
“Torta” (B). Ojos en la pasta por produccion de gas por coliformes (C). Grietas en queso de pasta

dura por hinchazoén tardia por Clostridium spp. (D).
2.4.3.1- Hinchazén temprana

Dentro de la microbiota secundaria, las enterobacterias pueden revelar
contaminaciones fecales y son indicadores de malas practicas de higiene durante la
obtencién de la leche y el procesado de ésta y sus derivados (Muiiez et al., 1985; Verdier-
Metz et al., 2009). Los representantes de este grupo microbiano presentan una importante
magquinaria enzimdtica compuesta por enzimas proteoliticas y lipoliticas que modifican las
propiedades organolépticas de los quesos durante la maduracién (Santos et al., 1996;
Morales et al., 2003; Chaves-Lépez et al., 2006; Irlinger et al.,, 2012), pero también
consecuencia de ella, producen aminas bidégenas (Montel et al.,, 2014) y ciertas
enterobacterias pueden producir gas (Sheehan, 2011; Tabla et al., 2016). En este sentido, la
capacidad de produccién de gas de muchas especies de enterobacterias y coliformes puede
conducir a una hinchazén temprana en el queso. Cuando las condiciones son favorables, la
produccién de CO; o H, dentro del queso se manifiesta por la aparicién de ojos y gases en el

envase (Guggisberg et al., 2015; Tabla et al., 2016) (Figura 1.17C). Los ojos del queso son
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caracteristicos en algunas variedades, generalmente producidos por cultivos iniciadores,
como las bacterias del 4cido propidnico o las bacterias del acido lactico heterofermentativo.
Sin embargo, los agujeros de gas se consideran un defecto en muchos otros quesos,
especialmente cuando son producidos por coliformes, levaduras o clostridios (Fox et al.,
2000; Sheehan, 2007; Frohlich-Wyder et al., 2019).

En cambio, la hinchazén temprana ocurre cuando aparecen agujeros de gas no
deseados durante el moldeo, la salazén o incluso la primera semana de maduracion del
qgueso, y generalmente es causado por coliformes o levaduras, necesitandose una poblacién
minima para que ocurra (Martley & Crow, 1996) (Figura 1.17B). La hinchazén temprana
ocurre generalmente 22+48 h después del cuajado y el resultado visible es la presencia de
numerosos agujeros, generalmente pequefos, dentro de la masa de cuajada o masa del
qgueso. En la mayoria de los casos, el problema no es aparente hasta que se cortan los bloques
de queso, aunque en algunos casos, la formacion intensa de gas puede causar una
deformacién del queso e hinchazdn significativa, lo que resulta en un queso esponjoso. El
defecto es causado por la multiplicacion de microorganismos de la leche durante la
fabricacion de queso, siendo mas frecuente en quesos elaborados con leche cruda de mala
calidad bacteriolégica y amplificdAndose cuando la temperatura ambiente es alta y no existen
instalaciones de enfriamiento para bajar la temperatura de salas de drenaje y salazén.

Los coliformes son generalmente responsables de la hinchazén temprana, en
particular Enterobacter aerogenes, Citrobacter spp., Escherichia coli y Klebsiella aerogenes,
que fermentan la lactosa y, ademas del acido, produce CO; y H, (Lick & Dunkeld, 1981;
Bintsis & Papademas, 2002; Tabla et al., 2016). Al ser el H, muy poco soluble en fase acuosa,
se favorece la hinchazdn, la cual se caracteriza por la aparicidon de agujeros muy numerosos
y pequefios (1-2 mm) dentro de la masa de queso. Cuando los agujeros pequefios estan
acompafiados por los mas grandes (3-6 cm), las levaduras estan generalmente también
involucradas, aunque por si solas no suelen causar gases prematuros y, en los casos en que
lo hacen, el defecto no es grave (Frohlich-Wyder et al., 2019). Entre estas levaduras, se
incluye Kluyveromyces lactis, Dekkera anomala y Torulospora delbrueckii. Sin embargo, la
presencia de coliformes y levaduras en la leche no necesariamente conduce a este defecto
en el queso, puesto que es necesario que el nimero inicial de microorganismos asociados
con este el defecto sea relativamente grande (> 10° + 10° ufc/mL de leche) y que la
acidificacion por el cultivo iniciador (en caso de llevarlo) sea muy lenta o insuficiente para

suprimir su crecimiento (Alichanidis, 2007).
2.4.3.2- Hinchazon tardia

El defecto mas estudiado en la literatura cientifica en quesos duros y semiduros es la
hinchazén tardia (Figura 1.17D). Este defecto estd principalmente causado por la
contaminacion de la leche y posterior crecimiento de bacterias del género Clostridium, que

producen gran cantidad de gas hidrégeno y diéxido de carbono, y de acidos grasos volatiles
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como butirico y propidnico (Gdmez-Torres et al., 2015). Como consecuencia, los quesos con
este defecto, ademas de presentar una apariencia hinchada, tienen defectos en el interior de
la pasta con presencia de ojos anormales (grandes cavernas y grietas en la pasta, asi como
en la corteza en casos severos), y defectos de aroma (rancidez) (Le Bourhis et al., 2007; Garde
et al., 2012 Feligini et al., 2014; Gémez-Torres et al., 2015; Zabaleta et al., 2016). Feligini et
al. (2014), a partir de leche cruda y cuajada de queso Grana Padano y basdandose en un
conjunto de cebadores especifico para multiples especies, consiguieron mostrar
simultdneamente huellas digitales distintivas para el diagndstico de Clostridium
tyrobutyricum, generalmente considerado el principal responsable de la hinchazén tardia en
quesos, y de otras especies hasta ahora asociadas con el defecto. En queso Manchego, Garde
et al. (2012) investigaron los recuentos de esporas de Clostridium, azlcares y acidos
organicos con diferentes grados de defectos de hinchazdn tardia. Los quesos con este defecto
mostraron recuentos de esporas significativamente mds altos, niveles mas bajos de lactosa,
galactosa, acido citrico y lactico, y niveles mas altos de acidos acético y butirico que los
quesos sin este tipo de defectos. En quesos experimentales, Le Bourhis et al. (2007)
estudiaron los efectos de la hinchazén tardia en queso tipo Emmental mediante la
inoculacion en condiciones experimentales de esporas de C. tyrobutyricum, C. sporogenes y
C. beijerinckii en la leche lograndose la prediccidn del nivel de este tipo de defecto en las
primeras etapas de maduracidn, y la comprension del origen del defecto, del mismo modo

que Gémez-Torres et al. (2015) realizaron en quesos tipo Manchego.
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3.- CONTROL DE CALIDAD EN EL PROCESO DE ELABORACION DEL
QUESO

En la industria del queso, algunos procesos de fabricacion como la sinéresis y la
maduracién aun dependen del control empirico (Everard et al., 2007). Por lo tanto, la
evaluacion de los pardmetros de procesado, incluido el periodo de maduracién, el
rendimiento del queso o la cuajada, se convierten en un desafio en la gestién de la
produccién de queso (Subramanian et al., 2011; Margolies & Barbano, 2018). De entre los
diferentes métodos que existen para la evaluacidn de dichos pardmetros de procesado en la
elaboracion del queso, éstos se pueden clasificar, en funcidn de la intensidad del dafio que

causan en la cuajada, en métodos destructivos o no destructivos (Castillo et al., 2001).

En las ultimas décadas, se han desarrollado métodos rapidos y no destructivos para
evaluar los atributos de calidad del queso, monitoreo del proceso de produccidn,
determinacidn de su calidad, origen geografico o su adulteracion, a través de técnicas de
imagen como la vision computerizada, la espectroscopia de infrarrojo cercano, la
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier, espectroscopia Raman, imagenes
hiperespectrales y otras técnicas como los ultrasonidos (Lei et al., 2019), que a diferencia de
los métodos convencionales, adquieren datos sin contacto con las muestras, proporcionando

mediciones no destructivas (Wu & Sun, 2013).

3.1- CONTROL DE LA ETAPA DE CUAJADO DE LA LECHE

El proceso por el que la leche se transforma en cuajada transcurre en cuatro etapas,
en las que se produce la coagulacién de la leche, sinéresis o expulsién de suero, moldeado y
salado. Estos pasos, permiten al maestro quesero controlar la composicién del queso, la cual

tiene una gran influencia en la maduracién y calidad de este.

La primera etapa de coagulacion de la leche transcurre inducida por la accién
enzimatica del coagulante, en la que se produce una modificacién de las micelas de caseina
a través de su hidrdlisis limitada, seguida de la agregacion de micelas inducida por el calcio
(Fox & McSweeney, 1998). De esta forma, enzimas especificas en el coagulante actian sobre
las caseinas de la leche, fragmentando parcialmente estas moléculas. Este fendmeno
provoca un cambio en la carga superficial de la micela, aumenta su hidrofobicidad y
promueve su agregacion (Koc & Ozer, 2008), que es responsable de un aumento en la
viscosidad de la leche. Estas caracteristicas son importantes en la fabricacién de queso

porque determinan el punto de corte de la cuajada (Fox et al., 2000).

El andlisis de las diferentes etapas en la formacidn de redes macromoleculares es de
gran importancia, ya que la comprensién de la estructura y las propiedades de los geles
requiere la comprension de su proceso de organizacién (Nassar et al., 2001). Por lo tanto, la

cuajada de queso es un gel a base de proteinas en el que las micelas de caseina hidrolizadas
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forman una red continua que contiene gldébulos grasos. La coagulacién de la leche inducida
por el coagulante se ve influenciada por varios factores, como el pH, la concentracion de
calcio, el contenido de proteinas, la concentracidn de enzimas y los tratamientos de
procesamiento (por ejemplo, almacenamiento en frio, tratamiento térmico, tratamiento a
alta presién y ultrafiltracion ... etc.) (Gunasekaran & Ay, 1996; Daviau et al., 2000). En esta
etapa, el tiempo de coagulacidn se define como el tiempo transcurrido desde la adicion del
coagulante hasta que se forman las primeras agregaciones visibles en una capa de leche. A
partir de ese momento, las agregaciones contintdan creciendo hasta extenderse a todo el
volumen de leche contenido en la cuba. En estas condiciones, la firmeza del gel continlda
aumentando, definiéndose el tiempo de corte como el tiempo que transcurre desde la
adicion del coagulante hasta que el gel tenga la firmeza necesaria para comenzar a cortarlo.
Este pardmetro tiene una gran importancia practica, ya que marca el momento apropiado

para iniciar el siguiente paso en el proceso de elaboracién del queso.

Por tanto, la gelificacion de la leche es un paso importante en el proceso de
elaboracion del queso; determinar el final de la etapa de coagulacién (tiempo de corte)
afecta significativamente el rendimiento del proceso de produccidn de queso. Los geles de
leche coagulados con coagulante o dcido son bastante estables en condiciones de reposo,
pero si se cortan o se rompen, se produce una gran sinéresis y expulsan el suero (Bennett &
Johnston, 2004). Por lo tanto, controlar la firmeza en el momento del corte puede ser
importante para controlar el rendimiento del queso y el contenido de humedad. Si la cuajada
se corta cuando el codgulo es demasiado blando, |a pérdida de grasa y finos de cuajada en
el suero disminuye drasticamente el rendimiento del queso. Si la cuajada es demasiado
firme, la sinéresis se retrasa, lo que resulta en un queso de alta humedad, que puede requerir

una etapa de maduraciéon mas larga (Benedito et al., 2002).

Tradicionalmente, la cuajada se corta después de un tiempo predeterminado desde la
adicion de la enzima o segun el criterio del operador basado en la evaluacién empirica de la
firmeza y la apariencia visual de las propiedades del gel. Cortar el coagulo después de un
tiempo prefijado es cuestionable, ya que las variaciones en las propiedades de la leche y las
condiciones de procesamiento afectan la firmeza de la cuajada y la microestructura del gel,
modificando el tiempo de corte dptimo. Varios autores han sefalado las desventajas de una
seleccidn inadecuada del tiempo de corte (Hori, 1985; Payne et al., 19933, b; Passos et al.,
1999; Fagan et al., 2007a). La estimacidn en tiempo real del tiempo de corte de la cuajada es
esencial para la fabricacion de queso, ya que ejerce un impacto sustancial tanto en el

rendimiento como en la calidad del queso (Bakkali et al., 2001).

Sin embargo, realizar el corte en base a la evaluacidn subjetiva del maestro quesero
puede constituir una practica adecuaday aceptable, si el maestro tiene suficiente experiencia
y la realiza adecuadamente (Hori, 1985), como sucede en los quesos de pasta blanda de tipo
blanda del tipo “Torta del Casar” y “Queso de La Serena”. Esta se basa, principalmente, en la

evaluacidon empirica y por tanto subjetiva de las propiedades reoldgicas del coagulo como la
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rigidez, textura y elasticidad mediante observacidon visual y tactil. Las pruebas que
constituyen mas frecuentemente el criterio de decisidn visual en cualquier tipo de queso se
basan en comprobar que la cuajada se separa féacil y limpiamente de la pared de la cuba al
presionarla con la palma de la mano, con los dedos o con un cuchillo o espatula de acero
inoxidable. También sirve como referencia observar que, al marcar la palma de la mano sobre
la superficie del coagulo, ésta se unta de suero, pero sin que se observen restos de cuajada
adheridos a la piel. Otros maestros queseros optan por introducir con trayectoria inclinada
un cuchillo o espatula de acero inoxidable en la cuajada, y si al realizar un movimiento de
palanca ascendente, el codgulo se fractura limpiamente, como si fuese de “porcelana”, se
observa que los lados que limitan el corte son lisos y que en el suero expelido y recogido en
el interior del corte es amarillo, con pocos finos y transparente, entonces la cuajada est4 lista
para ser cortada. Por ultimo, el empleo de una varilla de acero inoxidable también es un
método que se emplea para determinar el tiempo de corte, que consiste en introducir y dejar
descender verticalmente la varilla hasta que se detiene y no se balancea hacia los lados.

El interés por la seleccidon 6ptima del tiempo de corte ha motivado a numerosos
investigadores para el estudio y desarrollo de equipos que pretenden determinar, de forma
objetiva, este parametro, basandose la mayoria de los métodos en la monitorizacién de la
coagulacién y del aumento de la dureza de la cuajada, puesto que pretenden reproducir el
método visual. Atendiendo a la importancia del momento éptimo de corte de la cuajada, se
necesita una metodologia que permita evaluar el tiempo de corte en tiempo real para
estandarizar el rendimiento del queso y sus caracteristicas fisicas y sensoriales (Koc & Ozer,
2008).

3.2-CONTROL DE ETAPA DE MADURACION DEL QUESO

El proceso de maduracion se caracteriza por los cambios bioquimicos, microbioldgicos,
estructurales, fisicos y sensoriales que ocurren durante el almacenamiento posterior a la
fabricacidn, transformando la cuajada fresca en un queso con las caracteristicas deseadas.
Este proceso tiene un efecto importante en la calidad de la mayoria de las variedades de
gueso, siendo un proceso critico para la mayoria de los quesos cuajados con coagulante (Fox
et al.,, 1996; McSweeney, 2004). Los cambios quimicos y fisicos que ocurren durante la
maduracién hacen que el queso fresco pierda su textura dura y se vuelva blando, lo que
depende del grado de protedlisis y la duracidon y temperatura de maduracion (Fox et al., 2004;
Kulmyrzaev et al.,, 2005). En los quesos fabricados con coagulante vegetal de Cynara
cardunculus L., como la “Torta”, desarrollan una protedlisis intensa, dando lugar a una
estructura mdas homogénea, lo que aumenta la cremosidad y el ablandamiento del queso
(Delgado et al., 2010a).

Estos cambios quimicos y fisicos estdan asociados a su vez, con modificaciones
relacionadas con el pH, la hidratacion de proteinas, la fusidn de grasas y la hinchazén de la
matriz de caseina, dependiendo de la variedad de queso (Everett & Auty, 2008), los cuales
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estan influenciados significativamente por las condiciones de almacenamiento y la magnitud
de los efectos depende del proceso de fabricacién utilizado (por ejemplo, distribucién de sal,
nivel de retencidon de coagulante), composicion (por ejemplo, pH, niveles de Ca%) y

microbiologia.

La humedad de la camara es esencial para controlar en el queso el nivel de secado de
la superficie, pérdida de humedad, crecimiento de la microbiota superficial, desarrollo de
una corteza correcta y los cambios de textura y sabor (Spinnler & Gripon, 2004; Hélias et al.,
2007). El grado de maduracién juega un papel crucial en la calidad organoléptica del queso,
puesto que los cambios complejos que se producen durante este proceso sobre su
composicion quimica influyen en el desarrollo de las propiedades sensoriales del queso
(Weimer et al., 1999). En el caso de quesos de pasta blanda elaborados con leche cruda y
cuajo vegetal como la “Torta del Casar” y “Queso de La Serena”, la protedlisis es la ruta de
maduracién mas importante para la formacién del aroma y textura caracteristico (Fernandez
del Pozo et al., 1988b; Delgado 2010a, 2010b; Ordiales et al., 2013a, 2014). Por lo tanto, la
calidad del queso se puede evaluar determinando el grado de maduracion y sus compuestos
de sabor asociados (Forde & Fitzgerald, 2000). Sin embargo, generalmente se encuentra un
alto grado de variacidn en los procesos bioldgicos y las matrices, como los quesos, que no
pueden abordarse facilmente con los métodos tradicionales. En las queserias, los maestros
queseros utilizan normalmente parametros fisicoquimicos tradicionales y observaciones
tactiles y visuales para evaluar el estado de maduraciéon de los quesos. Las técnicas
instrumentales y los paneles sensoriales pueden ser costosos y requieren personal
capacitado que garantice sistemas mds innovadores y de deteccién rdpida para el monitoreo
de la maduracién y la evaluacidon de la calidad del queso, como son la espectroscopia
infrarroja (IR), nariz electrénica y técnicas 6pticas (Ampuero & Bosset, 2003; Gonzalez-Martin
et al., 2011). En la Tabla 1.5, se presentan aplicaciones de técnicas no destructivas para la

evaluacion de la calidad de quesos entre 2004 y 2020.
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3.3. METODOLOGIAS NO DESTRUCTIVAS PARA EL CONTROL DEL PROCESO DE

ELABORACION DE QUESOS

En la Tabla 1.5, se presentan aplicaciones de técnicas no destructivas para la

evaluacidn de la calidad de quesos entre 2004 y 2020.

Tabla 1.5. Aplicaciones de técnicas no destructivas para la evaluacion de la calidad de quesos (2004

y 2020).

Técnica no destructiva?

Alicacion en control de calidad

Referencias

Vision artificial queso Ragusano,
Emmental, y Cheddar

Deteccion de formacién de ojos

Caccamo et al. (2004)

Vision artificial queso fundido

Capacidad de fusion

Everard et al. (2005)

Vision artificial queso

Parametros de proceso

Vision artificial queso fundido

Analisis composicional:
ingredientes.

Everard et al. (2007)
Jelinski et al. (2007)

Vision artificial queso tipo Gouda

Deteccion de formacion de ojos

Lee et al. (2012)

Tomografia computerizada queso tipo
Tilsit-semiduro

Deteccion de formacion de ojos

Guggisberg et al. (2013)

Tomografia computerizada Emmental duro

Deteccion de formacion de ojos

Schuetz et al. (2013)

Tomografia computerizada queso semiduro

Deteccion de formacion de ojos

Huc et al (2014)

Tomografia computerizada tipo suizo

Deteccion de formacion de ojos

Guggisberg et al. (2015);
Schuetz et al. (2016)

Rayos X queso semiduro

Deteccion de formacion de ojos

Kraggerud et al. (2009)

Rayos X queso tipo Tilsit-semiduro

Deteccion de formacion de ojos

Guggisberg et al. (2013)

Rayos X queso tipo Emmental duro

Deteccion de formacion de ojos

Schuetz et al. (2013)

NIR tipo Cheddar

Maduracion y sensorial

Downey et al. (2005)

NIR tipo Emmental

Anélisis composicional: quimico

Karoui et al.
(20064, b)

NIR queso blando

Maduracién y composicion

Karoui et al. (2006c),

NIR cuajada de queso homogenizada y no
homogenizada

Composicion

Sultaneh & Rohm (2007)

NIR queso

Composicion

Gonzalez-Martin et al.
(2008)

NIR queso fresco y liofilizado

Composicién

Lucas et al. (2008)

NIR queso fundido

Composicién

Pi et al. (2009)

NIR queso Zamorano duro

Textura

Revilla et al. (2009)

NIR queso

Sensorial

Gonzalez-Martin et al.
(2011)

NIR queso Zamorano duro

Composicién

Oca et al. (2012)

NIR queso Edam

Composicion

Micek et al. (2013)

NIR queso duro

Composicion

Gonzalez-Martin et al.
(2014)

NIR Norvegia cheese (Semi-hard)

Sensorial

Kraggerud et al. (2014)

NIR queso Riccota

Composicion

Madalozzo et al. (2015)

NIR queso Cheddar

Composicion

Zhao et al. (2015)

Transformada de Fourier- NIR (FT-NIR)
queso Parmigiano Reggiano duro

Clasificacion DOP

Cevoli et al. (2013)

Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) queso duro

Clasificacion zona geografica

Karoui et al. (2005)

FTIR queso blando

Reologia

Kulmyrzaev et al. (2005)

FTIR queso blando

Composicién

Karoui et al. (2006c)
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Técnica no destructiva?

Alicacion en control de calidad

Referencias

FTIR queso suizo

Composicion

Rodriguez-Saona et al.
(2006)

FTIR queso tipo Camembert blando

Composicion y maduracion

Martin-del-Campo et al.
(2007a, b)

FTIR queso fundido

Textura,capacidad de fusién y
sensorial

Fagan et al. (2007b)

FTIR queso Cheddar

Maduracidn y sensorial

Fagan et al. (2007c, d)

FTIR queso suizo

Composicion

Koca et al. (2007)

FTIR queso blando

Clasificacién de la leche y el
suero

Kulmyrzaev & Dufour
(2010)

FTIR queso Pecorino (semiduro)

Clasificacion zona geografica

Lerma-Garcia, et al.(2010)

FTIR queso Raclette (semiduro) y queso

Comté duro

Capacidad de fusion

Boubellouta & Dufour
(2012)

FTIR queso Emmental

Clasificacion de marca

Botosoa & Karoui (2013)

FTIR queso Parmigiano Reggiano (duro)

Clasificacién DOP

Cevoli et al. (2013)

FTIR queso Parametros de procesos Ferragina et al (2013)
FTIR queso Norvegia (semiduro) Composicidn y sensorial Kraggerud et al. (2014)
FTIR queso Cheddar Composicion Zhao et al. (2015)

FTIR tipo Cantal

Estructura molecular

Loudiyi & Ait-Kaddour
(2018)

FTIR tipo Cantal

Pardmetros de procesos

Loudiyi et al. (2018)

NIR +FTIR queso blando

Composicion

Karoui et al. (2006c)

HSI queso semiduro

Composicion, textura y
clasificacidon de enzima

Darnay et al (2017)

HSI queso fresco

Composicion

Barreto et al. (2018)

HSI queso tipo suizo semiduro

Textura

Vasquez et al. (2018)

HSI queso fresco

Composicién

Barreto et al. (2018)

HSI queso tipo suizo semiduro

Textura

Vasquez et al. (2018)

Ultrasonido Cheddar

Maduracion (Textura)

Benedito et al. (2000a)

Ultrasonido Mahén

Maduracidn; Defecto

Benedito et al. (2001)

Ultrasonido Manchego

Maduracion (Textura)

Benedito et al. (2006)

Ultrasonido Torta del Casar

Coagulacion

Jiménez et al. (2017)

Ultrasonido queso

Coagulacion

Derra et al (2018)

Ultrasonido queso Finnish Emmental tipo
suizo (Swiss- type)

Deteccion de ojos y fractura

Eskelinen et al. (2007)

Ultrasonido queso Manchego

Fractura

Acustico queso Manchego

Fractura

Conde et al. (2008)

Ultrasonido queso

Deteccion de ojo y fractura

Tap-tep acustico queso

Deteccion de ojo y fractura

Nassar et al. (2010)

Ultrasonido queso Finnish Enmental tipo
suizo

Deteccion de ojos y fractura

Eskelinen et al. (2007)

Ultrasonido tipo Manchego

Fractura

Acustico tipo Manchego

Fractura

Conde et al. (2008)

1 NIR: Espectroscopia de infrarrojo cercano; HSI: Imagen hiperespectral
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4- APLICACION DE ULTRASONIDOS EN EL CONTROL DE CALIDAD DE
LOS ALIMENTOS

El ultrasonido se define generalmente como un sonido con una frecuencia superior a
la que puede responder el oido humano, alrededor de 20 kHz, mientras que una onda
ultrasdnica, se define como una oscilacidén mecanica de presion que viaja a través de un
medio que transmite energia de un punto a otro (Mota et al., 2011). Las ondas ultrasénicas
necesitan un medio elastico para propagarse, por lo que pasan a través de todas las
sustancias, incluidos los sélidos, liquidos y gases que poseen propiedades elasticas (Capote
& de Castro, 2007). En general, las ondas ultrasdnicas se propagan en sélidos mas rapido que
los liquidos y gases con menor cantidad de atenuacién. En liquidos y gases, las ondas
ultrasénicas que se propagan sélo pueden ser de caracter longitudinal, mientras que en los
solidos pueden propagarse también las transversales (Andrews, 2011). El ultrasonido se
emplea en diversos sectores industriales, incluidos el quimico, el de bioprocesados, el

procesado de alimentos, el farmacéutico y el médico (Chemat et al., 2011; Awad et al., 2012).

Dentro de la industria alimentaria, la inspeccidn ultrasénica de baja energia se usa
frecuentemente como una técnica analitica no destructiva y no invasiva para el

aseguramiento de la calidad, el monitoreo y el control del procesado.

Desde el punto de vista de la aplicacidn, el ultrasonido se puede clasificar de una forma
amplia en ultrasonidos de baja intensidad (<1 W/cm?) y alta intensidad (10-1000 W/cm?).

El ultrasonido de baja frecuencia (inferior a 2 MHz), al emplear niveles de potencia
muy bajos, no produce ninguna alteracion en el material por el que pasa la onda o minimas
alteraciones fisicas y quimicas como pueden ser vibraciones a escala molecular, induciendo
efectos temporales no destructivos en el medio (Povey, 1989; McClements, 1995). En este
caso, son las propiedades de las ondas sonoras las que cambian cuando transitan el medio
seglin su composicidn, textura, propiedades fisicas y elasticidad (Cho, 2010). Por lo tanto, el
uso de ultrasonidos de baja intensidad puede emplearse para el andlisis de alimentos y el

control de calidad sin afectar al producto.

El transductor ultrasénico es el dispositivo encargado de transformar la energia
eléctrica en energia sonora que se transmitird al medio. Las moléculas de ese medio, a
medida que van siendo alcanzadas por la onda ultrasdnica, transmiten el movimiento a las
moléculas adyacentes antes de regresar a su posicion original (Capote et al., 2007). Este
fendmeno hace alternar los ciclos de compresion y descompresion dependiendo de las
propiedades del material, lo que cambia las caracteristicas de la onda ultrasénica, como la
longitud de onda, la velocidad, la amplitud, la presidn, la frecuencia y el periodo (Awad et al.,
2012). Los parametros que se miden en la mayoria de las investigaciones son la velocidad

ultrasodnica, el coeficiente de atenuacidn y la impedancia acustica (McClements, 1995).
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La velocidad de propagacion en un medio de cualquier onda mecanica en general, y
de las ultrasénicas en particular, depende de los pardmetros eldsticos y de la densidad del
citado medio. Por lo tanto, las mediciones de velocidad ultrasénica pueden proporcionar
informacidn sobre estas propiedades (McClements, 1995). Ademas, como se cita en la
literatura, en muchas aplicaciones se ha utilizado la velocidad ultrasénica como variable
sensible (Mulet et al., 1999; Nassar et al., 2004; Singh et al., 2004; Benedito et al., 2006;
Alexander & Corredig, 2007; Wang et al., 2007; Lopez et al., 2009; Telis-Romero et al., 2011)

Cualquier factor que convierte la energia acustica en otros tipos de energia o atenua
las ondas de ultrasonido durante la propagacién por el medio, se denomina "factor de
atenuacion" (Coupland et al., 2003). Las causas mas importantes de atenuacion son la
adsorciény la dispersion. La atenuacion estd relacionada con la viscosidad, la compresibilidad
y los efectos de dispersién y adsorciéon del material. Su valoracién puede por ello aportar
informacidn sobre las propiedades fisicoquimicas de los materiales alimentarios, incluida la

concentracidn, la viscosidad, la relajacién molecular y la microestructura (Awad et al., 2012).

4.1.- TECNICAS DE INSPECCION NO DESTRUCTIVA CON ULTRASONIDOS

En bibliografia se puede encontrar informacién sobre el uso de los ultrasonidos para
mejorar la calidad de los alimentos (Sengiil et al., 2011; Marchesini et al., 2012; Nguyen et
al., 2012; Richard et al., 2012; Juliano et al., 2013; Pingret, et al., 2013), mejorar la eficiencia
de los procesos (Lin et al., 2007; Zisu et al., 2010; Shanmugam et al., 2012), simplificar la
manipulacion y la medicion (Juliano et al., 2013; Kobayashi et al., 2006) y lograr un método
no destructivo que permita detectar, caracterizar y monitorizar procesos, frente a otros
métodos comunes (Gan et al., 2006; Glilseren et al., 2010). La monitorizacion no destructiva
permite detectar los riesgos asociados a la fabricacidén, almacenamiento y la distribucién de
productos alimentarios, proporcionando un control rapido en linea para resolver o reducir
estos riesgos en puntos especificos de las fases del proceso. (Chemat et al., 2011; Aernouts
et al., 2011). Todo ello permite ademds obtener resultados de alta calidad evitando el
desperdicio de las muestras y reduciendo por tanto los costes generales de produccidn.
Ademas, si el monitoreo es sin contacto y no destructivo, puede eliminar manipulaciones y
pérdidas de tiempo. Por lo tanto, la inspeccidn ultrasénica puede ser ideal en la produccion
y procesamiento de alimentos. Las técnicas de inspeccidén no destructiva con ultrasonidos

pueden clasificarse en dos métodos principales: técnica pulso-eco y técnicas de transmision.

4.1.1.- Técnica de pulso-eco

En este método, la onda ultrasdnica se transmite al material y se recibe la sefal de eco,

donde un solo transductor actua como transmisor y receptor.

Un generador de pulsos produce un pulso eléctrico en una frecuencia apropiada para

el transductor con el que se estd trabajando. El transductor ultrasénico convierte el pulso
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eléctrico en una sefial acustica que pasa a través del material y después de reflejarse la onda
en cualquier discontinuidad de la muestra, regresa y es detectado por el transductor que
convierte la sefial acustica recibida en un pulso eléctrico nuevamente. La diferencia de
tiempo de las sefiales emisora y receptora se puede calcular en la pantalla de un osciloscopio.
La sefial recibida recibe el nombre de A-scan, esto es, una representacion bidimensional de
la amplitud de oscilacién frente al tiempo. Dicho A-scan caracteristico de una inspeccion
determinada permite, entre otros, calcular la velocidad ultrasénica, el coeficiente de

atenuacidn y la impedancia acustica de las ondas sonoras.

La técnica de pulso-eco se usa en las investigaciones principalmente porque se puede

automatizar facilmente, es simple de operar y medir rdpidamente (McClements, 1995).

4.1.2.- Técnica de transmision

En este método, un transmisor ultrasénico propaga ondas acusticas en el material de
muestra que en parte se reflejan y en parte pasan al otro lado de la muestra. Posteriormente,
el receptor ultrasdénico detecta las senales transmitidas y envia estas sefiales al osciloscopio

para su monitoreo.

Los transductores se colocan mutuamente en dos lados enfrentados de la muestra
(Capote et al., 2007). Tanto el transmisor como el receptor estan conectados al osciloscopio
gue permite una monitorizacién y medida del tiempo de vuelo mediante el A-scan

correspondiente (Awad et al., 2012).

El tiempo de vuelo del pulso puede medirse con precisién. Por lo tanto, la técnica de
transmision se utiliza para aplicaciones en las que se requieren mediciones de alta precision
(McClements, 1995), como la medicién de propiedades acusticas sin contacto con la muestra
(Pallav et al., 2009), la evaluacidon de la calidad microbiolédgica (Elvira et al., 2006), la
caracterizacion de particulas coloidales (Gllseren et al., 2010), la reologia de mediciones de
geles (Buckin et al., 2001), o simplemente, en aquellas muestras cuya inspecciéon en modo

pulso-eco sea impracticable por razones geométricas o de atenuacidn de la muestra.

4.2.- APLICACION EN EL SECTOR LACTEO

Las técnicas de ultrasonidos se han utilizado en muchas investigaciones sobre la leche
y sus derivados (Chouliara et al., 2010; Juliano et al., 2014; Leong et al., 2014; Liu et al., 2014;
Porova et al., 2014; Torkamani et al., 2014). En la industria lactea existen muchos estudios
en los que se han utilizado técnicas basadas en ultrasonido para el monitoreo de procesosy
control de calidad (Nassar et al., 2001; Haeggstrom & Luukkala, 2001; Nassar et al., 2004;
Elvira et al., 2005; Lehmann, et al., 2005; Dalgleish et al., 2005; Gan et al., 2006; Alexander &
Corredig, 2007; Lopez et al., 2009; Pallav et al., 2009; Glilseren et al., 2010; Richard et al.,

2012) y también para detectar cambios fisicoquimicos en los productos lacteos (Gan et al.,
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2006; Elvira et al., 2006). Estos han demostrado la capacidad de los ultrasonidos para la
identificacion de diferentes propiedades de los productos lacteos (Meyer et al., 2006;
Chandrapala et al.,, 2012; Narsaiah et al., 2012). Las investigaciones han involucrado la
deteccion e identificacion de cuerpos extranos (Graves et al., 1998; Haeggstrom et al., 2001;
Pallav et al., 2009), mediciones reoldgicas (Buckin &Kudryashov, 2001), caracterizacién y
monitoreo de reacciones microbioldgicas y enzimaticas (Elvira et al., 2010), monitoreo de
cambios de propiedades estructurales (Cho &Irudayaraj, 2003; Lopez et al., 2009; Nassar et
al., 2010; Richard et al., 2012), monitoreo y caracterizacion de alimentos (Benedito et al.,
2001; Ogasawara et al., 2006), monitoreo y deteccion de incrustaciones (Lohr et al., 2003;

WallhduRer et al., 2014) y determinacion del contenido de grasa sélida (Singh et al., 2004).

4.2.1.- Caracteristicas de la leche

Elvira et al., (2006, 2010) detectaron el crecimiento de microorganismos en la leche
UHT mediante el uso de un sistema ultrasénico de ocho canales a una frecuencia de 800 kHz,
revelando que la contaminacién microbiana induce cambios en los pardmetros de
propagacion ultrasdnica que se detectan mediante el procesamiento de la sefial y el andlisis
de la amplitud y el tiempo de vuelo de la onda. Después de adquirir datos del controlador de
temperatura y humedad y recibir sefiales acusticas, un software calcula el algoritmo FFT, la
amplitud y el retraso de las ondas. Finalmente, el andlisis de los datos recopilados es capaz

de permitir la deteccién de contaminacidn o cambios en las propiedades del material.

El ultrasonido de alta resolucién tiene una gran sensibilidad que puede identificar los
cambios que ocurren en las particulas mas pequefias. De esta forma, se ha usado una técnica
ultrasénica no invasiva y no disruptiva para la comprension fundamental del
comportamiento de agregacion de los sistemas lacteos capaces de usar en tiempo real el
monitoreo de los procesos lacteos (Alexander et al., 2007). Giilseren et al., (2010) utilizaron
una frecuencia ultrasénica que oscila entre 3 y 99,5 MHz para sondear las propiedades
coloidales de la leche descremada. Segun sus informes, la espectroscopia electroacustica
controla de forma eficaz la acidificacion y el calentamiento de la leche descremada, siendo
las frecuencias mas altas las que proporcionan una buena sensibilidad para el monitoreo y el
control de calidad, pero aumentan considerablemente la atenuacidn en las ondas

transmitidas.

4.2.2.- Coagulacion de la leche y corte de la cuajada

En cuanto a la aplicacion de los ultrasonidos para la monitorizacidn de los procesos de
fabricacion de quesos, determinar el tiempo de corte (final del proceso de coagulacion) en la
fabricacion de queso es critico (Corredig et al., 2004). El proceso de coagulacion de la leche
es uno de los procesos en los que los diferentes pardmetros de los ultrasonidos se pueden
medir con alta precision. La razéon es que las propiedades reoldgicas de la leche cambian

considerablemente a través de este proceso, alcanzandose al final un coagulo semisélido
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viscoelastico (Nassar et al.,2004, 2010). Gracias a estas propiedades, han sido diferentes
autores los que han atribuido a los dispositivos de deteccion ultrasdnica potencial para la
monitorizacion de la coagulacion de la leche, al proporcionar mediciones no destructivas y
rapidas (Bamberger et al., 1999; O’Callaghan et al., 1999; Klandar et al., 2007), siendo los
pardmetros mas utilizados en las mediciones la velocidad y la atenuacién ultrasénicas (Wang
et al., 2007). Estas monitorizaciones han consistido en la realizacién de experimentos en
soluciones de caseina (Wang et al., 2007), leche reconstituida (Ay & Gunasekaran, 1994;
Bakkali et al., 2001; Nassar et al.., 2001, 2004) y leche entera (de Espinosa et al., 2002; Koc &
Ozer, 2008).

En concreto, Ay & Gunasekaran (1994) estudiaron la atenuacion durante el proceso
de coagulacion de la leche, observando que disminuia con el tiempo. Distinguieron dos
etapas, una primera con una tasa decreciente mas alta y una segunda con una tasa
decreciente mas baja, lo que les permitié definir el tiempo de coagulacién como el tiempo
entre la adicidn de coagulante y la transicién entre estas dos etapas. Para la determinacion
del punto de corte, Gunasekaran & Ay (1996) propusieron una metodologia en la que
midieron la atenuacidn y la velocidad durante la coagulaciéon, descartandose finalmente la
medicion de velocidad al mostrarse fluctuaciones significativas. Koc & Ozer (2008),
definiendo el tiempo de coagulacién del mismo modo que Ay & Gunasekaran (1994),
propusieron el cdlculo del punto de corte en funcién del tiempo de coagulacion,
monitoreando la atenuacidn a escala de laboratorio trabajando en modo pulso-eco. En este
caso, realizaron las experiencias en una planta procesadora de leche, tomando una muestra
del tanque de coagulacién después de la adicidon del coagulante y verterlo en la celda de
medicion ultrasonica. Benedito et al. (2002) observaron una disminucidn en la atenuacion
durante el proceso de coagulacion. Estos resultados coincidieron con los reportados por
Gunasekaran & Ay (1996) pero difirieron con los obtenidos por Benguigui et al., (1994) y
Dwyer et al., (2005) quienes encontraron un aumento en la atenuacién durante la

coagulacién.

Por el contrario, Bakkali et al. (2001) concluyeron que las mediciones de atenuacién
no eran una técnica apropiada para el monitoreo de la coagulacién, ya que era dificil detectar
un punto de coagulacidn y el método no era ademas sensible a los cambios de temperatura
o a la concentracidn del coagulante. Sin embargo, encontraron variaciones significativas en
la velocidad ultrasdénica durante la coagulacién en dos etapas, la primera con una tasa de
variacion mas alta que la segunda. De manera similar a Ay & Gunasekaran (1994), definieron
el tiempo de coagulacion como el momento en que tuvo lugar la transicién entre dichas
etapas. En contraste a las mediciones de la atenuacidn, encontraron diferencias significativas
al modificar las condiciones de coagulacién (concentracion y temperatura del coagulante),
concluyendo que las mediciones de velocidad ultrasénica eran apropiadas para el monitoreo
de la coagulacién. Por otra parte, Wang et al. (2007) encontraron que medir la velocidad

ultrasénica era muy sensible a la hidrélisis enzimatica por el coagulante y el siguiente proceso
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de agregacién, observando un aumento en la velocidad ultrasénica con la fase de

coagulacién.

Nassar et al. (2001) utilizaron mediciones de tiempo de vuelo para monitorear el
proceso de coagulacidn, encontrando diferentes comportamientos al trabajar a diferentes
temperaturas ambientales. En todos los ensayos observaron una etapa de retraso después
de la adicion del coagulante, encontrando una disminucion en el tiempo de vuelo durante la
coagulacién para temperaturas mds altas, mientras que, para temperaturas mas bajas,
encontraron un aumento seguido de una disminucién en el tiempo de vuelo después de la
etapa de retraso. Atribuyeron estos cambios a diferentes etapas durante el proceso de
coagulacién vy relacionaron los cambios en el tiempo de vuelo con los cambios en la
temperatura del medio. Aplicando estas técnicas, Nassar et al. (2004) estudié la sensibilidad
a las condiciones de coagulacidon (temperatura, pH, concentracion de leche en polvo),
mientras que Passos et al. (1999) monitorearon el proceso de coagulacién a través de

cambios en la conductividad del medio.

Taifi et al. (2006) midieron la velocidad y la amplitud de los pulsos de ultrasonidos en
dos frecuencias de 5 MHz y 50 MHz concluyendo que el cambio en la velocidad era un buen
indicador de la firmeza del gel de leche y la aparicidn de sinéresis. Ademas, se mostrd un gran

aumento de la atenuacidon como un factor adecuado para la caracterizacion de la sinéresis.

Budelli et al. (2014) emplearon la técnica de la elastografia por ondas transversales
supersonicas, “Supersonic Shear Wave Imaging” (SSI) para estudiar la idoneidad vy
sensibilidad de la técnica para controlar la coagulacién enzimatica de la leche, utilizdndose
un prototipo de dispositivo de ultrasonido clinico comercial que funcionaba en una
frecuencia central de 8 MHz. Los autores declararon que la técnica, a diferencia de las
técnicas anteriores que emplean ondas longitudinales, tiene la capacidad de proporcionar
informacidn sobre las propiedades estructurales y de composicion del codgulo utilizando la
evolucion de la velocidad de la onda transversal, puesto que este tipo de ondas no se
propagan en liquidos y su velocidad de propagacion depende de las caracteristicas
viscoelasticas del medio, por lo que pueden ser usadas desde el principio de la coagulacién
para monitorizar la evolucién de la firmeza del codgulo (Budelli et al., 2014).

Koc et al. (2008) emplearon la técnica ultrasénica de pulso-eco a una frecuencia
central de 1 MHz para determinar el tiempo éptimo de coagulaciéon y mostraron que el
coeficiente de atenuacién ultrasénica cambid con el tiempo de coagulacién (Koc et al., 2008).
Igualmente, Derra et al. (2018) mostraron la idoneidad de esta técnica para monitorizar la
coagulacién después de la adicion del coagulante. Sin embargo, Gan et al., (2006) emplearon
los transductores a una frecuencia central de 500 kHz para monitorear el proceso de

coagulacién.
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4.2.3.- Deteccidn de cuerpos extraiios

En la industria alimentaria, los cuerpos extrafios se conocen como cualquier tipo de
objeto no deseado existente en los productos finales, incluso si se originaron a partir de los
materiales alimentarios iniciales (Graves et al.,, 1998). La mayoria de los contaminantes
encontrados en los productos alimenticios consisten en metal (32%), plagas (21%), plastico
(10%) y vidrio (9%) (FSA, 2012). La presencia de cuerpos extrafios en los productos
alimenticios se puede minimizar, pero los fabricantes deben detectar y eliminar esta
contaminacién antes de la comercializacidon para evitar cualquier dafio potencial a los

consumidores y mantener su confianza (Zhao et al., 2003; Bermudez-Aguirre et al., 2011).

Por lo tanto, la necesidad de un método de inspeccidon no destructivo, rapido y
altamente sensible, con resistencia a entornos industriales hostiles, hace que el ultrasonido
sea una técnica propicia para identificar cuerpos extrafios (Heeggstrom & Luukkala, 2001). En
este sentido, el desarrollo de sistemas de inspeccidon por ultrasonidos y su potencial para
detectar cuerpos extranos es relevante (Zhang et al., 2001; Zhao et al, 2003, 2007, 2009; Basir
et al., 2006; Ho et al., 2007; Yang et al. 2007).

Las técnicas ultrasdnicas de baja intensidad pueden descubrir cuerpos extrafios en
muchos productos lacteos como la leche, el queso y el yogur (Chandrapala et al., 2012). Pallav
et al. (2009) detectaron cuerpos extrafios y aditivos en el queso mediante la aplicacion de
técnicas ultrasénicas en las lineas de produccién mediante el empleo de un par de
transductores en modo transmisidn sin contacto con la muestra. Por otro lado, también se
han detectado e identificado cuerpos extranos en diferentes tipos de quesos (Haeggstrom et
al., 2001) mediante la medicién de la reflexién del ultrasonido a una frecuencia de 5 MHz,
estando constituidos estos cuerpos extrafios por huesos, madera, plastico, acero, piedra y
vidrio con tamafios comprendidos entre los 1 a 14 mm de didmetro. En este estudio se llegd
a la conclusién de que la discriminacion de cuerpos extrafios en muestras homogéneas era

mas facil que las muestras no homogéneas (Haeggstrom et al., 2001).

Leemans & Destain (2009) enterraron un objeto cilindrico que tenia un didmetro de 3
mm en muestras de queso y utilizaron el modo ultrasénico pulso-eco para detectar cuerpos
extrafios. Se emitieron ondas ultrasdnicas de frecuencia 0,35 MHz con intervalos de 0,1 s
entre disparos. El principio de su trabajo se basaba en medir el tiempo de vuelo de las seiales
transmitidas y de los ecos. Encontraron el objeto extrafio en el 90% de las pruebas y no
informaron ningun efecto significativo de la temperatura y la madurez del queso sobre la
técnica de deteccién, (Leemans & Destain, 2009), por lo que puede ser una técnica no

destructiva muy util en este sentido.
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4.2.4.- Determinacion de las propiedades de textura.

Los parametros de los ultrasonidos como la velocidad de onda y la atenuacion estan
relacionados con las propiedades de textura y composiciéon de los productos lacteos
(Benedito et al., 2001). La relacion entre la propagacion de las ondas ultrasénicas y las
propiedades texturales y microestructurales del producto puede establecerse
empiricamente (mediante una curva de calibracién que relaciona la propiedad deseada con
los parametros de los ultrasonidos) o teéricamente (describiendo la propagacion ultrasénica
mediante ecuaciones) (Tamime, 2008). Para el analisis de la muestra, se pueden medir la
velocidad de onda, la atenuacién y la distancia en funcion de la posicién del transductor
(Falcone et al., 2006; Zhu et al., 2009). Una ventaja importante del ultrasonido analitico es la
propagacion en materiales opacos y de alta concentracién, asi como el analisis de alimentos

heterogéneos (Dalgleish et al., 2005; Falcone et al., 2006).

El ultrasonido analitico se ha utilizado para caracterizar productos lacteos en
aplicaciones tales como la medicién de la variacién en el contenido de grasa (Singh et al.,
2004), analisis de proteinas totales (Bogomolov et al., 2012), determinacién del tamafio de
particulas (Meyer et al., 2006), separacion de fases macroscépica (Sharafbafi et al., 2015),
deteccion de aditivos quimicos (Mohanan et al., 2002) y evaluacidn de la calidad (Benedito
et al.,, 2006). Ademas, la espectroscopia ultrasénica se puede utilizar para estudiar la

agregacion y desnaturalizacién de proteinas a escala industrial (Povey, 2013a, b).

Cho & Irudayaraj (2003) investigaron la viabilidad de la aplicacidn de ultrasonidos sin
contacto para la determinacién del espesor y las propiedades mecdnicas de diferentes
variedades de queso. La frecuencia elegida fue de 1 MHz y se evaluaron la velocidad del
ultrasonido y la respuesta integrada de la sefial transmitida. Los valores de viscosidad
evaluados por ultrasonido para muestras de queso coincidieron con los valores de viscosidad
medidos usando una maquina Instron con un coeficiente de correlacién R* de 0,99 y el error
estandar de estimacion de 0,089 mm. Observaron que la velocidad ultrasénica aumentd
gradualmente junto con el crecimiento del médulo de Young. Por otro lado, el coeficiente de
atenuacién de la onda tiene una alta correlacidon con las propiedades mecanicas de los
quesos. Eskelinen et al. (2007) estudiaron la calidad estructural del queso suizo utilizando
una configuracidn ultrasdnica de pulso-eco a 1 MHz para detectar grietas, ojos y defectos de
las muestras de queso. Los autores concluyeron que el ultrasonido pudo monitorear la

estructura de gas sélido del queso durante el proceso de maduracién.

Benedito et al. (2006) observaron que la textura del queso manchego difiere
significativamente de los quesos Cheddar y Mahon. Los resultados mostraron que el nimero
y el tamafio de los poros del queso determinan la atenuacion de las ondas ultrasénicas. La
relacidn entre las propiedades de textura y el grado de maduracion se evaludé midiendo la
compresion uniaxial y las pruebas de puncién, que revelaron una relacion lineal directa.

También observaron que la velocidad ultrasénica aumentaba linealmente durante el proceso
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de maduracion. La velocidad ultrasénica se correlacioné bien con las propiedades de textura

y se correlaciond mejor con la compresién que con los parametros de puncion.

En relacion con la composicidn quimica del queso, Telis-Romero et al., (2011)
evaluaron el contenido de grasa y humedad del queso fresco midiendo la velocidad
ultrasodnica y utilizando modelos semi empiricos. Debido al mayor contenido de agua del
gueso fresco en comparacion con el queso curado, la velocidad ultrasénica en las mezclas de
gueso fue menor que la encontrada en los quesos frescos. Cuanto menor es el contenido de
grasa, menor es la velocidad ultrasdnica en el queso y las mezclas de queso. Al estandarizar
las condiciones del proceso y las herramientas ultrasdnicas, la determinacién de la
composicion fisica se puede atribuir a la composicidon o a la textura del producto, estando

ambas relacionadas con la homogeneidad y la calidad del producto.

En los quesos tipo “Torta” la textura untuosa y cremosa es una de sus singularidades,
muy apreciada por los consumidores y objeto de pérdida de confianza en el producto por
parte del consumidor si la textura del producto final no es la deseada. En base a los resultados
previos en la evaluacién de la textura y defectos asociados a ella en otros tipos de quesos,
los ultrasonidos podria ser una herramienta no destructiva con un gran potencial en el
control de calidad de las propiedades de este queso. Por lo tanto, en el presente trabajo se
ha estudiado la aplicacién de diversos pardmetros de los ultrasonidos como la velocidad,
frecuencia y atenuacién en la deteccién no destructiva de las propiedades de textura
durante la maduracidn y en el producto final mediante su correlacion con pardmetros

fisicoquimicos, de composicidn y sensoriales.
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2.- OBJETIVOS

El trabajo presentado se encuadra en las lineas de investigacién sobre ensayos no
destructivos mediante ultrasonidos del grupo de Radiaciones no lonizantes y de Inspeccidn
Ultrasdnica integrado en el Instituto Universitario de Investigacion de la Carne y Productos
Carnicos (IProCar) y sobre calidad de productos lacteos del grupo de Calidad y Microbiologia
de los Alimentos dentro del Instituto Universitario de Investigacion de Recursos (INURA) de
la Universidad de Extremadura. El objetivo general de este trabajo es la aplicacidn de técnicas
basadas en ultrasonidos de baja frecuencia para el control del procesado y de la calidad de
quesos de leche cruda de oveja de pasta blanda de Extremadura. Para su consecucién se
plantearon los siguientes objetivos especificos:

1.- Andlisis de las propiedades acusticas de la leche de oveja durante su coagulacién
mediante diferentes métodos de inspeccién ultrasonica y su utilidad a nivel industrial en la
monitorizacién de los cambios en las propiedades fisico-mecanicas de la leche durante el

cuajado y para la estimacion del tiempo de corte de la cuajada.

2.- Evaluar la viabilidad de los ultrasonidos como herramienta de control de calidad
durante la maduracion de queso de leche cruda de oveja de pasta blanda, relacionando los
pardmetros de los ultrasonidos con las caracteristicas fisicoquimicas y de textura de los
quesos y estudiando su potencial para discriminar entre quesos estandar y defectuosos

durante todo el proceso de elaboracién del queso.

3.- Valorar la utilidad de diferentes pardmetros de los ultrasonidos relacionados con
la velocidad, FFT y atenuacion para el control de calidad de quesos de leche cruda de oveja
de pasta blanda, asocidndolos a las caracteristicas fisicoquimicas microbianas, texturales y

sensoriales de los mismos.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- DESCRIPCION DEL MATERIAL
3.1.1.- Reactivos quimicos y medios de cultivo

Todos los reactivos quimicos utilizados para el desarrollo de este trabajo fueron de
calidad reactiva y pertenecientes a las casas comerciales PANREAC-APPLICHEM, MERCK,
THERMO FISHER SCIENTIFIC y SCHARLAB.

Los medios de cultivo y productos utilizados en las pruebas microbiolédgicas fueron
adquiridos y preparados como recomendaban los distintos fabricantes pertenecientes a las
casas comerciales CONDALAB Y OXOID y CONDALAB.

3.1.2.- Material biolégico

Para la monitorizacién del proceso de cuajado de la leche y elaboracién de quesos
con diferentes defectos, se utilizé leche cruda de oveja procedente de una industria quesera
local (Hnos. Pajuelo SAT) con explotacién ganadera ovina propia, inscritas en los
correspondientes registros de Industrias Queseras y Ganaderias del Consejo Regulador de la

DOP Torta del Casar respectivamente.

Como agente coagulante en la elaboracidon se utilizé la flor del cardo Cynara
cardunculus L. cedido por la queseria Hnos. Pajuelo SAT de la D.O.P Torta del Casar.

Para la formacién de ojos en el queso (Hinchazén temprana) por microorganismos se
utilizaron microorganismos potencialmente productores de gas de la coleccidn del grupo de
investigacion Calidad y Microbiologia de los Alimentos (CAMIALI) de la Universidad de
Extremadura. Concretamente, se utilizaron tres cepas de las especies Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes y Kluyveromyces lactis.

Los quesos utilizados para llevar a cabo el estudio de la aplicacién de ultrasonidos en
el control de calidad del producto final procedian de seis industrias, tres acogidas a la D.O.P
Torta del Casar y otras tres a la DOP Queso de La Serena. En la Figura 3.1 se muestra las tres
zonas geograficas con Denominacion de Origen Protegidas de queso existentes en
Extremadura, sefialdandose en dos de ellas, la ubicacion de las 6 queserias participantes en el
estudio y que presentan en comun la elaboracidn de quesos de pasta blanda con coagulante

vegetal y leche cruda de oveja.
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Figura 3.1. Procedencia de los quesos con DOP Torta del Casar y DOP Queso de La Serena

3.1.3.- Equipamiento

3.1.3.1.- Equipos para el proceso de cuajado de la leche y elaboracién de quesos

Para llevar a cabo la elaboracién de quesos, se utilizd el equipamiento de la planta

piloto de lacteos del Centro Tecnolégico Nacional Agroalimentario (CTAEX) (Figura 3.2).

Figura 3.2. Equipamiento planta piloto de lacteos del CTAEX: (A) Cuba de acero inoxidable, (B) prensa

neumatica, y (C) estanteria con quesos en camara de maduracion.

El cuajado, corte, batido, desuerado y preprensado de la leche cruda de oveja, se
realizd en una cuba de acero inoxidable al bafio maria mecanizada, de unos 100 L de
capacidad con dos ejes, uno en sentido horario y otro en sentido antihorario, y de tipo
bicircular con camisa de vapor, asi como liras de agitacidn con cuchillas, palas y chapas de
desuerado y preprensado (Pierre Guerin Ibérica, S.A.U., Burgos) (Figura 3.2A).
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Los quesos se prensaron mediante una prensa neumatica de 2 metros y 3 alturas
Modelo PHC-2M-3A-3P (Pierre Guerin Ibérica, S.A.U., Burgos) (Figura 3.2B), mientras que la
maduracién se realizd6 en un mini secadero compacto con ventilacién, rango de
funcionamiento comprendido entre los +52Cy +202C y Humedad Relativa regulable entre 60-
95% (Santos Refrigeracidon Industrial, S. L., Badajoz) (Figura 3.2C).

Los moldes y bafios para la salmuera utilizados para dar forma y salar los quesos,
respectivamente, fueron proporcionados por la queseria participante en el estudio
(Hermanos Pajuelo S.A.T., Almoharin, Caceres).

3.1.3.2.- Equipos de ultrasonidos

Para la inspeccidn ultrasdnica de los distintos tipos de muestras se utilizaron tres pares

diferentes de transductores (Figura 3.3).

Figura 3.3. Transductores utilizados: (A) Transductores de inmersion V318-SU, (B) transductores de
contacto V150-RB, y (C) transductores de contacto V151-RB.

Las principales caracteristicas de los diferentes transductores utilizados se muestran
en la Tabla 3.1, incluidas la longitud de onda (A), la longitud de campo cercano (N) y el angulo
de dispersion del haz (¢). La regién de campo cercano o zona de Fresnel es aquella region
justamente enfrente del transductor emisor donde no son despreciables los efectos de
interferencia y superposicion de ondas. Al acabar esta regién comienza la zona de campo
lejano o de Fraunhofer, en la cual se puede practicamente asegurar que la pérdida de
amplitud de la sefial es debida exclusivamente a fendmenos de atenuacién de la onda. Por
su parte, el angulo de dispersion representa el angulo sélido de emisidn del haz ultrasénico
correspondiente al I6bulo principal. Para la determinacion de A, Ny ¢, se han empleado las

expresiones mostradas en las ecuaciones 1, 2 y 3 (Kinsler et al, 2000):

(1)

(2)



A
sen@ = 1.225 3)

donde v denota la velocidad de propagacién de la onda ultrasdnica en el medio, tomandose
unos valores de 1490 m/s para la leche (transductor V318) y 750 m/s para el queso
(transductores V150 y V151), con la consideracidn de que dicha velocidad corresponde a la

de las ondas transversales en el caso del queso.

Tabla 3.1. Caracteristicas de los transductores utilizados.

Inmersion Contacto
Transductores

V318-SU V150-RB V151-RB
D (Didmetro) (mm) 19 25 25
f (Frecuencia nominal) (kHz) 500 250 500
A (longitud de onda) 2,98 3 1,5
Ancho de banda a -6 dB (%) 62 92 101
N (Longitud campo cercano) (mm) 30,29 52,08 104,17
o (Angulo de dispersién) (2) 11,03 8,42 4,2

Para asegurar el perfecto enfrentamiento de los transductores se utilizaron
estructuras metalicas desarrolladas para este fin, tanto para los transductores de inmersién
V318-SU (Figura 3.4A), como para los transductores de contacto V150-RB y V151-RB (Figura
3.4B).

La generacién y recepcién de las ondas ultrasdnicas emitidas y captadas por los
transductores fue llevada a cabo con dos modelos diferentes de pulser-receiver (Olympus
Pulser-Receiver Panametrics-NDT) (Figura 3.5).

En concreto, la emision y recepcién de sefiales de ultrasonido con los transductores
V318-SU y V151-RB se llevd a cabo mediante el emisor-receptor Modelo 5077PR (Figura
3.5B), caracterizado por suministrar una seccidn de impulsos de hasta 400 V y un rango de
repeticion de impulsos desde 20 Hz hasta 5 kHz. El tiempo de subida del pulso suele ser
inferior a 10 ns. La respuesta de la sefial se optimiza con filtros de paso alto y bajo de dos
posiciones (out 6 1 MHz, y completo 6 10 MHz, respectivamente) y pasos de atenuacién y
ganancia de 1 dB desde 0 hasta 49 dB.
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Figura 3.4. Estructuras metalicas para la alineacion de los transductores: (A) Estructura metalica para
alineacion de transductores V318-SU, y (B) estructura metalica para alineacién de transductores
V150-RB y V151-RB.

Figura 3.5. Emisores-receptores Panametrics (A) modelo 5058PR y (B) modelo 5077PR.

Por otro lado, para la emisién y recepcién de las sefiales ultrasdnicas con el transductor
V150-RB, se utilizé el modelo emisor-receptor 5058PR (Figura 3.5A), caracterizado por poder
trabajar en los modos pulso-eco y transmisién, proporcionando un pulso cuadrado de disparo
de hasta 900 voltios, con un selector de frecuencia de repeticidn seleccionable entre 20 Hz y
2 kHz. Posee una ganancia de 40 6 60 dB, disponibles desde el preamplificador auxiliar
interno, y una atenuacién seleccionable entre 0 y 80 dB con ajustes de sensibilidad de 1 dB.
La respuesta de la sefial se optimiza con hasta 4 filtros de paso alto y bajo conmutables.

Para la adquisicion y digitalizacion de las sefales de los ensayos realizados tanto en
leche como durante la maduracidon de quesos, se utilizd un osciloscopio Tektronix TM
TDS1012B Wilsonville, OR (Figura 3.6A), con un ancho de banda de 100 MHz, una frecuencia
de muestreo de 1GSa/s y una longitud de registro de 2500 puntos.
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En cambio, para el control de la calidad de los quesos finales, los pulser-receiver se
conectaron a un osciloscopio InfiniiVision DSO-X 3032A de KEYSIGHT (Figura 3.6B), con un
ancho de banda de 350MHz, una frecuencia de muestreo de 4 GSa/s y una longitud de

registro de 10000 puntos, que almacenaba los datos (formato .csv) de las sefiales mostradas

para su posterior procesamiento y analisis.

Figura 3.6. (A) Osciloscopio Tektronix TM TDS1012B, y (B) Osciloscopio InfiniiVision DSO-X 3032A de
KEYSIGHT.

Tanto para la monitorizacidn de la leche como de los quesos, se utilizé un ordenador
portatil para el almacenamiento de los datos de las sefiales mostradas en el osciloscopio.

Para el procesamiento y analisis de las sefales almacenadas con el osciloscopio
Tektronix se utilizé el paguete de software Tektronix OpenChoice TDSPCS1.

3.1.3.3.- Conservacion y analisis de las muestras

Las muestras y reactivos que debian ser conservados a temperaturas de refrigeracidn
o congelacidon se almacenaron en frigorificos LIEBHERR mod. LKv 3910 y congeladores
LIEBHERR mod LGex 3410.

El agua destilada utilizada para la preparacidon de medios de cultivo y las diferentes
determinaciones fue proporcionada por un sistema de purificacion de agua de la casa
comercial Millipore modelo Milli-Q® Direct.

Las frecuentes pesadas realizadas en el desarrollo de este estudio se realizaron en
balanzas de precisidn de la marca comercial COBOS, serie JT mod. JT 3000D precisién 0,1 g,
serie CB Complet mod. AJ-420CEN con precisidon de 0,01 gy serie AUX COBOS mod. AUX 220D
con precision de 0,001 g.

Para la medicion de la altura y didametro de los quesos se utilizdé un calibre digital RS
PRO de 150mm y precision 0,03 mm.
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Para la medicién del pH se utilizé un pH metro de electrodo combinado, de la marca

CRISON, modelo Basic20 (Crison Instruments, Barcelona, Spain).

Las centrifugaciones necesarias se realizaron en una centrifuga refrigerada de la casa
comercial EPPENDORF mod. 5424R. Para la determinacién de la grasa se utilizd una
centrifuga Gerber de la casa comercial Ortoalresa.

Para la preparacion de medios de cultivo se utilizaron agitadores magnéticos con
calefaccion de SELECTA, mod. AGIMATIC-N. Los medios de cultivo fueron esterilizados
posteriormente, al igual que los materiales de laboratorio y las soluciones en un autoclave
de SELECTA mod. PRESOCLAVE Il 80 a una temperatura de 121°C y 103 kPa de presidn

durante 16 minutos.

Las condiciones de esterilidad durante el reparto de los medios de cultivo y la siembra
en placa Petri se mantuvieron mediante uso de mecheros Bunsen de la casa comercial JP

Selecta.

Para el homogenizado de las muestras de queso en el analisis microbiano se utilizé el
Stomacher, Mod. LAB BLENDER 400.

Para la manipulacidn de liquidos en las diluciones seriadas y medida de volumenes se
utilizaron las pipetas automaticas ajustables de 1-10 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL de la marca
EPPENDOREF. Para agitar y diluir las diferentes soluciones o preparaciones en tubos de ensayo
y tubos de centrifuga se utilizaron agitadores de tubos HEIDOLPH, Mod. Reax-top.

Las incubaciones de los medios de cultivo sembrados se realizaron en estufas de

cultivo de 80L de la casa comercial SELECTA.

El recuento de las colonias que se obtuvieron de las siembras de los quesos se realizé
en un contador automatico marca JP SELECTA mod. DIGITALS.

El recuento de las enterobacterias y levaduras para la preparacion del lidfilo de los
microorganismos utilizados en los quesos con defecto por hinchazén temprana se realizé en
camara de Neubauer utilizando un microscopio éptico marca comercial Leica mod. DM2000
LED.

Para realizar la digestion de las muestras de proteinas totales se utilizé un digestor de
la casa comercial selecta mod. MACRO vy la etapa de destilacidn se realizd en un destilador
Kjeldahl de la misma casa comercial mod. Pro-Nitro S. El contenido en cenizas se determiné
empleando un horno mufla de la casa comercial SELECTA modelo SELECT-HORN a 550°C.

En la Figura 3.7 se puede observar el texturéometro utilizado para las mediciones de la

textura de los quesos, modelo TA.XTA2i (Stable Micro Systems, Godalming, UK) equipado con
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celdas de carga de 5 y 30 kg. El equipo disponia de una sonda esférica de acero inoxidable
(P / 1S) para medida de la firmeza de los quesos (Figura 3.7A), y un accesorio TTC
Spreadability Rig (HDP / SR) (Texture Technologies Corp., Hamilton, MA) para la sonda con
capacidad de extender la pasta del queso (Figura 3.7B). Para el calculo de los valores
obtenidos con el texturometro, se utilizé el software Exponent version 5.0.4.0 (Stable Micro

System).

Figura 3.7. (A) Texturémetro modelo TA.XTA2i con sonda esférica de acero inoxidable (P / 1S) para
medida de la firmeza de los quesos, y (B) con accesorio TTC Spreadability Rig (HDP / SR) para la

sonda con capacidad de extender la pasta del queso.

El andlisis sensorial de los quesos se realizd en una sala de analisis sensorial
acondicionada y con cabinas equipadas con luz blanca.

Ademas, se utilizé diverso material de plastico y vidrio de uso general de laboratorio.

En el tratamiento estadistico de los datos se utiliz el programa SPSS versiones 15.0 y
21.0 para Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.).
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3.2.- METODOS

3.2.1.-Determinacion de los parametros de ultrasonidos en medio liquido durante la etapa
de coagulacidn de la leche

Las determinaciones ultrasénicas se realizaron mediante técnicas ultrasdnicas de
inmersion en modo pulso-eco (PE). Para reducir el riesgo de la introduccién de errores por
parte del operador durante las inspecciones, los transductores de inmersién se montaron en
la estructura de metal disefiada para este fin (Figura 3.4A), asegurando asi su alineacion
perfecta, actuando uno de los transductores como un espejo para reflejar las ondas de
ultrasonido emitidas por el otro. De este modo, la configuracién del equipo para lainspecciéon
ultrasénica de las muestras de leche durante la coagulacién se muestra en la Figura 3.8 y se
compuso del emisor-receptor de sefiales de ultrasonidos que, transmitidas por los
transductores piezoeléctricos y conectado al osciloscopio para adquirir y digitalizar las
sefales, transfirid los datos de las senales captadas a una computadora portatil donde se
almacenaron bajo el control del paquete de software Tektronix OpenChoice TDSPCS1 para

su posterior procesamiento y analisis.

Considerando las caracteristicas de los transductores modelo V318-SU (Tabla 3.1), hay
gue destacar que, en el presente estudio, la separacién entre transductores fue de 3,03 a
3,08 cm para garantizar asi la consistencia de las medidas en sentido de que éstas fueron
tomadas en campo lejano.
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Figura 3.8. Diseiio del montaje de los transductores en la estructura metdlica y esquema de la
configuracidn utilizada para las mediciones de parametros ultrasonicos en medio liquido durante la

etapa de coagulacion.
Los parametros de ultrasonidos determinados fueron:

¢ Velocidad de pulso ultrasénico UPV (o tiempo de vuelo, TOF)

¢ Diversos percentiles de la sefial recibida en los periodogramas de frecuencia
acumulada de la FFT

e Atenuacion (a)

La determinacién de la UPV de las ondas propagandose en las muestras de leche cruda
y durante la coagulacion se llevd a cabo a través de la sefial adquirida por el osciloscopio,
denominada A-scan. Un A-scan no es mas que la representacién de la variacion de la amplitud
de la sefal recibida a lo largo del tiempo. La Figura 3.9 muestra un A-Scan tipico obtenido en
el osciloscopio, en la que i ecos consecutivos fueron causados por las reflexiones de la sefial

entre los transductores enfrentados.

Voltaje (V)

-2 A ~— v v v )

00 s50x10” 1.0x10" 1.5x10° 20x10" 25x10"

lempo(s)

Figura 3.9. Ejemplo de un A-scan tipico recibido por el transductor Panametrics V318 con los ecos

de la senal de ultrasonido después del pulso de disparo.

En la actualidad, existen dispositivos de procesamiento que calculan rapidamente la
FFT de las sefiales, como en el caso del presente estudio. A modo de ejemplo, la Figura 3.10

muestra la FFT obtenida del A-scan de la Figura 3.9.
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Figura 3.10. FFT de las sefiales recibidas en la inspeccion mostrada en la Figura 3.9.

La FFT generada se usa para derivar propiedades adicionales de la senal obtenida. Asi,
la influencia de una excitacion periddica (aqui ecos multiples) se manifiesta en forma de

maximos equidistantes en el espectro.

El tiempo de vuelo (TOF) entre las reflexiones asociadas a estos ecos se obtiene a partir
de las distancias de los maximos mediante el método denominado cepstrum, que permite
volver al dominio del tiempo y asi determinar directamente la duracién del periodo (Gudra
& Opielinski, 2004). Como se ve en el ejemplo de la Figura 3.11, que muestra el cepstrum
creado a partir de la FFT de la Figura 3.10, se lee el periodo t directamente desde el primer
maximo. Obviamente, para tiempos de vuelo equivalentes a 2t, 3t,. . ., nt, también deben
aparecer otros maximos en el cepstrum. Estos sirven para confirmar la idoneidad del valor
asignado a t. A modo de ejemplo, la Figura 3.11 muestra sélo los maximos correspondientes
a ty 2t porque el intervalo de tiempo seleccionado originalmente en la adquisicion del A-
scan no permite que el rango en el dominio del tiempo se extienda para mostrar mas
maximos. Estudios mas recientes apoyan la idoneidad de utilizar este método de célculo de
la velocidad de las ondas sonoras frente al calculo tradicional a partir de los tiempos
obtenidos para los ecos consecutivos en el A-scan del receptor (Rufo et al., 2014), o incluso
mas simplemente, a partir del instante de llegada del primer eco (Avanesians & Momayez,
2015). Esto se debe a que los errores involucrados en un andlisis del cepstrum son mas
pequefios. En el presente estudio en particular, los errores en la determinacién de la UPV a

partir del cepstrum fueron inferiores al 0,4%.
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Figura 3.11. Cepstrum correspondiente a la FFT mostrada en la Figura 3.10. Se muestran los

momentos t y 2t correspondientes a las excitaciones periddicas.

Dado que los transductores estan separados por una distancia conocida d, los métodos

de evaluacién espectral proporcionan una medida de la UPV a partir de la ecuacién 4.

UPV = 2d 4
" TOF 4

Otros pardmetros considerados en este estudio fueron los relacionados con la FFT de
las sefiales A-scan. Es importante sefialar que, en lugar de considerar la frecuencia nominal
de los transductores, es mads preciso tomar las frecuencias reales de propagacion de ondas
dentro de las muestras de leche, es decir, utilizar la FFT. En primer lugar, tomando como
ejemplo la Figura 3.10, se puede observar que las distribuciones de frecuencia no se acercan
en absoluto a la Gaussiana, de modo que el valor de la mayor amplitud de la FFT no es a priori
un valor significativo con el que caracterizar la muestra de leche a inspeccionar. Y, en segundo
lugar, aunque el transductor tiene una frecuencia central de 500 kHz y un ancho de banda a
-6 dB del 61,93%, la FFT obtenida no tiene una amplitud maxima en esa frecuencia, sino en
otras claramente inferiores. Es por ello que, para facilitar el posterior andlisis de correlacion
entre la FFT y el resto de los pardmetros, también se obtuvieron los periodogramas de
frecuencias acumuladas, mostrando los percentiles 25, 50, 75 y 99 de las frecuencias de las
sefiales recibidas. Asi, y a modo de ejemplo, si el percentil 75 de la frecuencia acumulada esta
en x Hz para una inspeccidn en particular, esto significa que el 75% de las sefiales recibidas
tenian frecuencias por debajo de x Hz. De esta forma, la Figura 3.12 muestra el periodograma
de frecuencia acumulada creado a partir de la FFT de la Figura 3.10. Asi, de cada A-scan y los

subsecuentes FFT y periodograma de frecuencia, se obtienen los valores de la frecuencia
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central y los diferentes percentiles de las sefiales recibidas (<FFT>, <FFT2s>, <FFTso>, <FFT5>

y<FFT99>).
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Figura 3.12. Periodograma de la frecuencia acumulada de la FFT mostrada en la Figura 3.10. Se

indican los percentiles de las frecuencias 25%, 50%, 75% y 99%.

Otro parametro considerado fue la atenuacién del pulso ultrasénico, que representa
la medida de la pérdida de energia progresiva que sufren las sefiales a medida que se
propagan a través del material. Esta pérdida se debe principalmente a dos mecanismos:
absorcion de energia (sobre todo, efectos termoeldsticos) y dispersion (multiples reflexiones
en las discontinuidades del material) (Cerrillo et al., 2014). La atenuacidn generalmente se
mide a partir de los ecos observados en el A-scan que se originan a partir de reflexiones en
el material. Por lo tanto, el coeficiente de atenuacidn a (en neper/m) se calculé a partir de la

expresion mostrada en la ecuacion 5:

1 A;
a=-1In <—> (5)

S A]

donde Ay A son las amplitudes (pico a pico) de los ecos i y j, respectivamente, y s representa
la distancia recorrida por la onda de ultrasonido entre ellos. Se consideraron tres de cuatro
ecos y se determind a a partir de la pendiente de la grafica de In (A/A)) frente a s (Jiménez et
al., 2010; Koc & Ozer, 2008).
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3.2.2.- Determinacion de parametros ultrasénicos en queso durante la etapa de
maduracion y producto final

Los quesos (quesos en proceso de maduracién con defectos y producto final comercial)
se inspeccionaron a una temperatura de 5°C mediante ultrasonidos empleando técnicas de
contacto en modo transmisidn, en las que, para reducir el riesgo de la introduccién de errores
por parte del operador durante las inspecciones, los transductores se montaron en una
estructura de metal de disefio personalizado que aseguraba su alineacién perfecta al

enfrentarse (Figura 3.13).

Figura 3.13. Estructura metadlica disefiada para garantizar la alineacion de los transductores cara a
cara en el queso y configuracion utilizada para la inspeccién por ultrasonido de los quesos.

92



Material y Métodos

Los valores de velocidad transversal (UPVs) obtenidos con los respectivos
transductores se calcularon en base al lapso de tiempo desde la emisidon de la sefial hasta su
recepcion (TOF;). A partir de la distancia conocida (d) se determindé la velocidad:
UPVs=d/TOF,.

Ademads, los transductores de ondas transversales generan también ondas
longitudinales a partir del denominado modo conversion en la interfase de separacion
emisor-Torta. Estas ondas longitudinales son también captadas por el transductor receptor.
Por lo tanto, también se obtuvieron valores de velocidad longitudinal (UPVL) de estas ondas
longitudinales. La Figura 3.14 muestra un A-scan tipico obtenido con uno de los transductores

de ondas transversales.
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0,10 I/
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Figura 3.14. A-scan tipico (amplitud vs. tiempo, t) obtenido con uno de los transductores de onda

transversal.

A partir de UPV|, UPVs, y las densidades aparentes o pesos especificos (p) de cada
muestra, se calcularon las constantes elasticas mostradas en la Tabla 3.2 para cada pieza de
queso, segun las expresiones establecidas por la American Society for Testing and Materials
(2008) en el protocolo ASTM D2845- 08.

A partir de las sefiales recibidas en los periodogramas de frecuencia acumulada de la
FFT, se obtuvieron las frecuencias de la transformada rapida de Fourier (FFT)
correspondientes a los percentiles 25, 50, 75 y 99 (indicados respectivamente como FFT25,
FFT50, FFT75 y FFT99) cuyos procedimientos de obtencién, se han descrito con anterioridad

en el apartado 3.2.1.
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Tabla 3.2. Parametros ultrasonicos relacionados con la velocidad.

Parametros Ecuaciones
d: distancia entre
UPVs' d/TOFs tTrglr:\::dtLij:rt:p:zsde vuelo de
la onda transversal
UPV,2 d/TOF, TOF.: tiempo de vuelo de

la onda longitudinal

_ p-UPVE- (3UPV? — 4UPV®)
B UPV2 — UPV?

Médulo de Young (E): E p: peso especifico
Mddulo transversal o de

_ . 2
corte (u): w=p-UVPs

P (3UPV? — 4UPV?)

Mddulo volumétrico (k): 3

Constante de Lamé (A): A=p-(UPV2 —2UPV?)

(UPVZ — 2UPV2)
V=
2- (UPVZ — UPV2)

Coeficiente de Poisson (v):

Welocidad ultrasénica transversal.
2velocidad ultrasénica longitudinal.

En cambio, como no se aprecian los ecos en la sefal recibida en las tortas, para la
determinacion de la atenuacion (expresado como AT 10, AT 20, AT 30, AT 40, AT 50, AT 60,
AT 70, AT 80 y AT 90), en lugar de llevarse a cabo el célculo como Neper/m como en la leche,
se midié en este caso como el tiempo necesario para recibir la energia (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80 y 90%, respectivamente, del total de energia recibida), expresado como multiplo
del TOF, siguiendo la metodologia probada por otros investigadores cuando no se perciben
los ecos en la seial (Cerrillo et al., 2014), que tienen también en cuenta el efecto combinado
de la absorcién y dispersion de la energia que sucede durante la transmision de la sefial en

las muestras inspeccionadas.

En la Figura 3.15 se muestra un ejemplo de curva de atenuacién obtenida a partir del
A-Scan de una de las tortas medidas. Como se observa, la atenuacion se mide desde el
instante en que la sefial llega al receptor (t=1) hasta su total atenuacién, omitiendo asi el

pulso de disparo.
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Figura 3.15. Curva de atenuacién obtenida del A-Scan de una de las tortas medidas.

Ambos pardmetros se determinaron a lo largo del centro de las caras opuestas de las

muestras para cada una de las frecuencias de inspeccién seleccionadas.
3.2.3.- Elaboracidn de los quesos Torta del Casar

Con el objetivo de establecer los pardmetros de ultrasonidos que pueden ser utiles
para discriminar los defectos en la Torta del Casar durante la maduracién, se elaboraron

quesos con diferentes defectos que aparecen durante su maduracién.

Los quesos fueron elaborados en la planta piloto del CTAEX utilizando leche cruda de

oveja obtenida de la Entrefina.

A la llegada de la leche a la queseria piloto, se filtré y calentd en una cuba de acero
inoxidable de unos 100 L de 28 a 30 °C, procediéndose a la coagulacién mediante la
agregacion de 10 mL de extracto acuoso, obtenido de flores del cardo Cynara cardunculus L.,
por litro de leche. El coagulante fue preparado mediante la maceracién de 50 g de flores

secas de Cynara cardunculus L. en 1 L de agua durante 24 h a temperatura ambiente.

Una vez formada la cuajada, se rompid a una temperatura de 30 °C hasta alcanzar
trozos del tamafio de un grano de arroz utilizando liras que disponen de unos finos hilos
metdlicos mediante agitacién durante 10 minutos, seguido de 10 minutos de reposo y

nuevamente 10 minutos de agitacion mediante palas de acero inoxidable.
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Una vez realizado el desuerado, la cuajada se transfirié a moldes adecuados con paiios
y se prensd durante 2 horas a una presién inicial de 2 kg/cm?, que se incrementd en 0,5
kg/cm? cada 30 minutos. Una vez prensado, el queso se sumergid en salmuera (16% NaCl,
p/v) durante 4 horas.

La maduracion se llevé a cabo en cdmaras a temperaturas controladas entre 5y 7 °Cy
una humedad relativa superior al 90% durante 70 dias.

Se realizaron cuatro elaboraciones diferentes: Lote estandar (ST), Lote 1 de defecto
de prensado (PD1), Lote 2 de defectos de textura (PD2) y Lote de defectos microbianos
(MD). En cada una de las elaboraciones con defecto se introdujo una modificacién especifica
durante el proceso de elaboracién del queso que se detallan en el apartado de disefio
experimental del Capitulo II.

3.2.4.-Determinacion de parametros fisicoquimicos en leche durante su coagulacion y en

queso

La materia seca fue determinada en leche y queso mediante deshidratacién en estufa
a 1049C hasta pesada constante siguiendo el método 5534: 2004 (ISO, 2004).

La cantidad de grasa en la leche se realizé mediante el método Gerber (I1SO 2446:2008
(IDF 226: 2008a) y en queso mediante el método Van Gulik (3433: 2008 (I1SO, 2008b)).

La cantidad de proteina en leche y queso se realizé mediante el método estandar
8968-1: 2014 (IS0, 2014).

El contenido de cenizas en queso se determind mediante incineracién en un horno
mufla a 550 °C (AOAC International, 2000),

Las determinaciones del pH en leche y queso se realizaron mediante un pH-metro. En
la leche la medicion se realizd directamente hasta su estabilidad, mientras que en queso se

realizd en un homogenizado de 2 g de queso en 20 mL de agua destilada.

La determinacién del contenido en NaCl del queso mediante conductimetria (ISO,

2006a) en los servicios de apoyo a la investigacion de la Universidad de Extremadura.

La cuantificacién de la lactosa en leche se realiz6 gravimétricamente siguiendo la
Norma Internacional FIL-IDF 28: 1967.

La determinacion de densidad en la leche se realizd6 con lactodensimetro (AOAC
925.22, 1990). En el queso la densidad fue calculada determinando la altura y didmetro con

un calibre asumiendo su geometria cilindrica y el peso en una balanza de precision.
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La determinacién de la acidez total en el queso fue realizada siguiendo el método
descrito por Dugat-Bony et al. (2015). Para ello realizé una valoracion acido-base, utilizando
KOH 0,025N como agente valorador hasta alcanzar un viraje de color, fenolftaleina al 1%,
como indicador de pH, éste fue afadido con anterioridad a la muestra. Para la realizacion de
la valoracién acido-base, se pesaron 2,5 gramos de muestra aproximadamente en un vaso de
precipitado a los que se le anadié 50 mL de una mezcla etanol-etil éter (1:1) neutralizada y
3-4 gotas del indicador, fenolftaleina al 1%. Posteriormente, con la ayuda de una bureta que
contenia la disolucién de KOH 0,025N, se fue afiadiendo dicha disoluciéon gota a gota a la
muestra que se encontraba en constante movimiento en un agitador magnético. La titulacion
se realizd hasta el viraje del color de la muestra. Cada muestra se realizé por triplicado. El

resultado se expresé en mg KOH/100g de queso.
3.2.5.-Determinacion de parametros de textura en queso

La textura de los quesos (firmeza) durante la maduracién y producto final se evalud a
través de un analisis de compresion (TCA). Para ello se utilizd un analizador de textura
TA.XTplus, equipado con una célula de carga de 30 kg (Stable Micro Systems, Godalming,
Reino Unido) y una sonda esférica de acero inoxidable (P/1S). Para este fin, los quesos se
retiraron del almacenamiento en frio a 5 °C, se colocaron debajo de la sonda, y se midieron

en ambos lados (superior e inferior). Los parametros de operacion fueron los siguientes:

e Velocidad previa a la prueba, 3 mm/s

e Velocidad de prueba, 2,00 mm/s

e Velocidad posterior a la prueba, 10,00 mm/s
e Distancia, 10,0 mm

e Fuerza de disparo, 25 g.

A partir de los graficos resultantes, se analizaron los valores de firmeza y pegajosidad
del queso utilizando el software instalado Exponent versién  3.0.5.0
(http://www.stablemicrosystems .com/).

Ademads, se llevd a cabo un analisis de textura de la untuosidad con el mismo
instrumento equipado con una célula de carga de 5 kg. El andlisis se realizé después de
aproximadamente 4 semanas de maduracién, momento en el que la Torta del Casar habia
adquirido una apariencia cremosa, y en el producto final utilizando un accesorio TTC
Spreadability Rig (HDP / SR) (Texture Technologies Corp., Hamilton, MA) para la sonda con
capacidad de extender la pasta del queso. Las muestras se situaron rellenando el cono
inferior mediante el uso de una espatula y se midieron a 20°C. Los parametros de operacion

fueron los siguientes:

e Velocidad previa ala prueba, 3mm/s

e Velocidad de prueba, 2,00 mm /s
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e Velocidad posterior a la prueba, 10,00 mm /s
e Distancia, 10,0 mm

e Fuerza de disparo, 25 g.

A partir de los graficos resultantes, la fuerza maxima (el punto en el que la sonda
estaba en su profundidad maxima de penetracion) se calculd utilizando el software instalado

Exponent version 3.0.5.0 y se describié como untuosidad.

3.2.6.-Determinacion de parametros microbioldgicos en queso

El andlisis microbiolédgico de los diferentes grupos microbianos de las muestras de
queso con defectos durante la maduracion y del producto final procedente de las industrias
se realizé el mismo dia en que se tomaron las muestras. El procedimiento para el analisis
microbiolégico de los diferentes quesos se realizd6 tomando de forma aséptica
aproximadamente 10 gramos de queso que se diluyd con agua de peptona 0,1% (p/v) en una
dilucion 1:10 en una bolsa Stomacher. Tras homogenizar la mezcla, se procedié a hacer
diluciones decimales seriadas con agua de peptona 0,1% en tubos de 9 mL. Los tubos de las
diluciones se homogeneizaron mediante agitacidon en Vortex. A continuacién, se sembraron

0,1 mL de cada dilucién en superficie de los siguientes medios de cultivo:

e Agar de recuento en placa (PCA, Condalab; 30 2C/24 h) para el recuento de bacterias
aerobias mesdéfilas (BAM).

e Agarde Man, Rogosay Sharpe (MRS; Condalab) acidificado a pH 5,6 con acido acético
(10%) para bacterias acido-lacticas meséfilas (BALM) y termafilas (BALT) después
de incubacién a 30 2C y 42 °C durante 48 h, respectivamente. En los quesos con
defectos solo se hizo recuento de MLAB.

e Slanetz y Bartley (SB, Condalab; 372C/48 h) para enterococos.

e Agar Baird-Parker (BP, Condalab; 372C/48 h) suplementado con telurito de potasio y
emulsion de yema de huevo (Condalab) para cocos Gram positivo catalasa positivo
(CGPCP).

e Agar Rojo Violeta Bilis Glucosa (VRBG, Condalab; 302C/24 h) para enterobacterias.
Este grupo microbiano se evalué en los quesos con defectos durante su maduracién
(Capitulo I1) y en los quesos finales (Capitulo Il1).

e Agar Rojo Violeta Bilis Lactosa (VRBA, Condalab; 372C / 24h) para coliformes.

e Agar cromogénico triptona bilis X-glucurdnido (TBX, Condalab; 442C/24 h) para
Escherichia coli.

e Agar Patata Dextrosa (PDA, Condalab; 25 °C/4 dias) acidificado a pH 3,5 con una
solucidn esterilizada de 4cido tartarico (10%) para levaduras y mohos. El agar PDA
acidificado fue utilizado en el recuento de los quesos finales de las industrias
(Capitulo 1l1). Por otro lado, en los quesos con defectos, el recuento de levaduras
durante la maduracién se realizd con agar oxitetraciclina-glucosa-extracto de

levadura (Oxoid) a 25 °C durante 5 dias (Capitulo I1).
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En los quesos con defectos solo se evaluaron las BALM, enterobacterias y levaduras,
mientras que en los quesos finales de las industrias se analizaron todos los grupos

microbianos.

Las placas de medios de cultivo que presentaban entre 30 y 300 colonias se utilizaron
para el recuento de los diferentes microorganismos estudiados. El analisis microbioldgico fue
realizado por duplicado en tres quesos diferentes. Los resultados obtenidos se expresaron
en logaritmo de unidades formadoras de colonias por gramos de muestra (log ufc/g).

3.2.7.-Determinacion de parametros sensoriales en queso

Para evaluar la calidad sensorial de los quesos de pasta blanda procedentes de las
industrias participantes en el estudio, se realizé un analisis descriptivo por un panel de veinte
panelistas de acuerdo con los métodos estandar internacionales, los cuales fueron
previamente seleccionados y capacitados bajo las normas de la Organizacién Internacional
de Normalizacién (1SO, 2006b; UNE-ISO 4121: 2006) con muestras comerciales de queso de
pasta blanda de leche cruda de oveja de ambas DOP.

Las sesiones de andlisis sensorial se llevaron a cabo en una sala de cata acondicionada
a 20-229C, 60-70% de humedad relativa y cabinas equipadas con luz blanca (6000 K). La sala
se encuentra situada en la planta piloto de la Escuela de Ingenierias Agrarias de Badajoz
(Universidad de Extremadura - UEX).

Para llevar a cabo el analisis sensorial, los quesos se atemperaron previamente a
temperatura ambiente, presentdndose individualmente a cada panelista una porcién de
aproximadamente 10 g de cada queso en un plato de pldstico para su degustacion. Las
muestras se codificaron con 3 digitos y el orden de presentacion fue aleatorio,

suministrandose junto a éstas agua mineral y pan para la limpieza.

En cada sesidn, solo se evaluaron tres muestras de queso diferentes. El analisis
consistio en la evaluacién de once atributos sensoriales relacionados con el color de la pasta
y la corteza (de amarillo claro a amarillo oscuro), textura (firmeza y cremosidad), sabor
(salado, acido, amargo y astringente), sensacidn picante y sabor (intensidad, persistencia y
rancidez). Fueron cuantitativos mediante una escala estructurada numérica de puntuacion
de 0 (baja intensidad) a 9 (alta intensidad). Se llevaron a cabo dos repeticiones de analisis
sensorial en cada muestra, determindndose por parte del panelista la respuesta a cada

atributo como el valor medio de sus puntuaciones.

Por ultimo, ademas de la evaluacion descriptiva descrita, un panel de 50 consumidores

no entrenados evalué las muestras para determinar la aceptabilidad general.

99






CAPITULO |






Capitulo |

4. CAPITULO I: Contribuciones a la monitorizacién por ultrasonidos del
proceso de cuajado de la leche

4.1. Disefio experimental

La monitorizacién del proceso de coagulacién de la leche cruda de oveja durante la
elaboracion de queso tipo Torta del Casar se realizdé con el objetivo de verificar a nivel
industrial, la utilidad de los métodos de ultrasonidos para controlar los cambios en las
propiedades fisico-mecdnicas durante la coagulacién de la leche cruda de oveja con
coagulante vegetal obtenido de la flor del cardo Cynara cardunculus L., incluida la estimacién
del tiempo de corte.

La determinacion de los pardmetros ultrasdnicos se realizd en 4 muestras de leche
cruda de oveja de volumenes comprendidos entre los 49 y 52 L (Tabla 4.1) y recolectadas de
un centro de procesamiento de lacteos local (Hnos. Pajuelo SAT) en diferentes meses. Las
muestras se usaron tanto para la caracterizacién de la leche cruda, como para el proceso de

coagulacién.

Para el proceso de cuajado, todos los experimentos se realizaron en un entorno del
sector lacteo a escala industrial, basandose en el juicio subjetivo de un maestro quesero. Para
ello, se siguid el procedimiento general de elaboracién artesanal descrito en el Reglamento
de la DOP “Torta del Casar” (Reglamento (CE) 1491/2003 de la Comisiéon Europea vy
modificado por el Reglamento de ejecucion (U.E.) 2196/2015) (Figura 4.1). En particular, el
proceso de cuajado se llevd a cabo en una cuba de acero inoxidable de unos 100 L de
capacidad con dos ejes, uno en sentido horario y otro en sentido antihorario, y de tipo
bicircular, de tal modo que cuando la leche alcanza los 28-32 oC se agregd coagulante
vegetal. El coagulante fue obtenido mediante la infusion de los pistilos de las flores del cardo
(Cynara cardunculus L.) en agua. Cuando la cuajada se formé (tiempo de corte), se rompid
en trozos del tamafio de un grano de arroz utilizando finos hilos metalicos. El tiempo de corte

de referencia fue estimado de manera subjetiva por el maestro quesero.

Las inspecciones ultrasdnicas de cada una de las muestras de leche cruda comenzaron
justo antes de la adicidn del coagulante vegetal y continuaron hasta el momento del corte de
la cuajada. El nimero de inspecciones ultrasénicas llevadas a cabo por cada muestra de leche

desde la adicion del coagulante hasta el momento del corte se muestra en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Informacidn sobre las muestras de leche usadas en el proceso de cuajado.

Muestras de leche cruda de oveja*

M1 M2 M3 M4
Volumen (L) 49 49 52 50
Tiempo (min)? 90 65 62 62
N¢ de inspecciones® 14 15 15 15

IM1: Muestra de septiembre; M2: Muestra de noviembre; M3 Muestra de diciembre; M4:
Muestra de enero.?Desde adicidn coagulante hasta corte. 3Inspecciones ultrasénicas desde
adicién coagulante hasta corte.

Calentamiento a 28 -

Recepcion de leche
32.°C;

cruda: Filtracion y
descarga en cuba
Caracterizacion: Materia seca,

proteinas, grasa Gerber y
lactosa

Caracterizacion: Parametros
ultrasonicos

Proceso de coagulacion
agregando extracto acuoso
de C. cardunculus L.

Corte de la cuajada

Caracterizacion: Temperatura, pH Y
parametros ultrasonicos

Figura 4.1. Diagrama de flujo del proceso de cuajado del queso utilizado en el estudio.
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4.2. Andlisis estadistico de los datos

Se determinaron los estadisticos descriptivos de los pardmetros fisicoquimicos y de
ultrasonidos de la leche; asi como la relacién entre los diferentes parametros de ultrasonidos
entre si y con los parametros fisicoquimicos de la leche durante el proceso de coagulacidn
mediante el procedimiento de correlaciones bivariadas para el cdlculo del coeficiente de

correlacion de Pearson y su significancia.

4.3. Parametros fisicoquimicos y ultrasdnicos de las muestras de leche cruda

Los parametros fisicoquimicos y ultrasdnicos de las muestras de leche cruda de oveja
se muestran en la Tabla 4.2. Los parametros de ultrasonido se midieron inmediatamente
antes de la adicion del coagulante vegetal. Aunque, en leche de oveja cruda no existen en la
literatura datos con los que contrastar estos resultados, los resultados obtenidos son
consistentes con los reportados para otros tipos de leche. En particular, Gunasekaran (1996)
notifican valores de velocidad en leche desnatada que oscilan entre 1385 m/s a 1420 m/s y
entre 19 Np/m a 25 Np/m a una frecuencia de inspeccién de 1 MHz. Taifi et al. (2006)
mostraron valores de leche reconstituida de 1514 m/s y 20 Np/m con transductores de 5
MHz. Finalmente, Koc et al. (2008) reportaron valores de atenuacion de la leche de vaca en
el rango de 12-40 Np/m con un transductor de 1 MHz a temperaturas en el rango de 28-34
°C. Las diferencias en los valores de estos parametros de ultrasonido pueden deberse a las
diferentes composiciones de las muestras de leche. En este estudio, las muestras de leche
cruda inspeccionadas se adquirieron en cuatro fechas que abarcan un periodo de 114 dias.
Del mismo modo, las temperaturas de inspeccién por ultrasonido fueron ligeramente
diferentes debido a que los experimentos se llevaron a cabo en un entorno de la industria
lactea, confiando en el juicio subjetivo de un maestro quesero para controlar el proceso de
cuajado y el momento de corte de la cuajada. La evaluaciéon de leches obtenidas en diferentes
tiempos podria explicar porque no se observé un aumento en la velocidad de propagacion
de las ondas ultrasénicas con el aumento de temperatura, tal como ha sido indicado por

diversos estudios previos en la literatura (Nassar et al., 2004; Elvira et al., 2006).

Con respecto a los resultados de FFT, las frecuencias de las ondas de ultrasonido que
se propagan a través de las muestras de leche cruda fueron generalmente menores o iguales
que la frecuencia nominal del transductor. La Figura 4.2 muestra los periodogramas de
frecuencia acumulada correspondientes a las cuatro muestras de leche cruda. Como puede
observarse, el 40% de los componentes frecuenciales en la inspeccién de la muestra M1
estaban por encima de 500 kHz, pero esta proporcidn cayd incluso por debajo del 20% para
la muestra M2. Para algunos percentiles entre el 45 y el 90 aproximadamente, las
frecuencias acumuladas pueden diferir de una muestra a otra. El coeficiente de correlacion
lineal entre los dos parametros FFT7s y FFTso fue superior a 0,99. Sin embargo, por debajo del

percentil 45, las frecuencias acumuladas estdn mas préximas entre si y es dificil distinguir
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claramente qué muestra de leche se ha inspeccionado. Por encima del percentil 90, la

planitud de la curva indica que el error asociado con la frecuencia acumulada es mayor.

Tabla 4.2. Parametros fisicoquimicos y de ultrasonidos en las muestras de leche estudiadas.

Muestras de leche

Parametros
M1 M2 M3 M4
Pardmetros fisicoquimicos
Materia seca (%) 18,84 18,17 20,6 18,8
Densidad (kg/1) 1,03 1,03 1,03 1,02
Proteinas (%) 3,03 4,59 3,7 4,47
Grasa (%) 7,4 7,0 8,8 8,5
Lactosa (g/1) 41,96 40,18 17,04 21,43
Temperatura (°C) 32,0 31,2 31,1 33,6
pH 6,55 6,57 6,58 6,57
Pardmetros de ultrasonidos! M1 M2 M3 M4
upv? (m/s) 151445 138045 144945 143445
FFT (kHz) 44615 4176 43315 43445
FFT2s (kHz) 41945 38316 39245 40045
FFTso (kHz) 47915 42816 45815 44515
FFT7s (kHz) 55045 48916 53015 5055
FFToo (kHz) 1100400 1010+240 11004300  900%300
o (Np/m) 28,2109  30,0t0,4 26,42+0,11 25,7+0,4

1UPV: velocidad de propagacion; FFT: frecuencia central de la Transformada de Fourier; FFT2s:
frecuencia del percentil 25 de la Transformada de Fourier; FFT50: frecuencia del percentil 50
de la Transformada de Fourier; FFT7s: frecuencia del percentil 75 de la Transformada de
Fourier; FFT99: frecuencia del percentil 99 de la Transformada de Fourier; a.: atenuacion
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Figura 4.2. Periodograma de frecuencia acumulada correspondiente a las cuatro muestras de leche

cruda.
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Las muestras con las velocidades mas altas coincideron con aquellas con las
frecuencias de FFT mas altas, como es evidente en la gréafica definida por FFTso y UPV (Figura
4.3). Entre las dos, existe una relacién lineal estadisticamente significativa (P <0,05) con una

pendiente positiva.

| <FFT4p>=(0,390,04) UPV-(110:60)
r=0,98 ”/‘

4701

480

460 4

450

<FFTs> (kHz)

440 1

430 4 v

420 ¥ T T T ? T ' 1
1350 1400 1450 1500 1550
Velocity, UPV (m/s)

Figura 4.3. Regresion lineal entre la velocidad (UPV) y los valores de la FFT correspondientes al

percentil 50 (FFTso) para el conjunto de muestras de leche estudiadas.
4.4. Monitorizacion del proceso de coagulacion

La evolucidon del pH y la temperatura de las muestras monitoreadas durante el
cuajado no mostré ninguna tendencia consistente. Los dos parametros variaron ligeramente
durante todo el proceso. En particular, el pH varié entre 6,49 y 6,59 en todos los procesos de
cuajado. Los rangos de temperatura en los que se realizaron los procesos fueron [32.0-33.1]
°C, [31.2-32.0] °C, [31.1-34.5] °C y [33.5-35.2] °C para las muestras M1, M2, M3, y M4,
respectivamente.

La Figura 4.4 muestra las variaciones relativas en el TOF (calculado con respecto al
TOF inicial) de las ondas de ultrasonido durante el cuajado de las muestras de leche. De forma
similar, la Figura 4.5 muestra la evolucion de la atenuacion de las ondas ultrasénicas durante
el cuajado y la Figura 4.6 la evolucién de FFT7s (el comportamiento de FFTso fue muy similar).
Como se observa en todos estos graficos, los cambios en los parametros de ultrasonido
ocurren en dos pasos. En el primero, se observa una rapida disminucion inicial del TOF (que
implica un aumento de la UPV), atenuacion y frecuencia de las ondas ultrasodnicas
transmitidas hasta alcanzar respectivas regiones de cierta estabilidad que, sin embargo, no

pueden catalogarse como minimos dados los errores asociados con las mediciones. La

107



segunda fase de aparente estabilidad permanece hasta el final del proceso de
monitorizacion. Las dos fases del proceso casi coinciden en el tiempo independientemente
del parametro que se esté analizando. Estos cambios en los parametros de ultrasonido
deben interpretarse como un reflejo de un cambio en la resistencia mecanica de las
muestras, en particular, con los dos pasos correspondientes a la primera (enzimdtica) y la
segunda (agregacion) de la cuajada de la leche (Bakkali et al., 2001), y la transicion entre ellos
puede identificarse como el tiempo de coagulacién (Ay & Gunasekaran, 1994). Durante la
hidrélisis enzimdtica, una enzima especifica, la quimosina, transforma la leche liquida en un
semisodlido viscoeldstico, el coagulo. La quimosina actla sobre la k-caseina de la leche,
fragmentando parcialmente las moléculas. Esto conduce a un cambio en la carga superficial
de las micelas de caseina (particulas coloidales que contienen muchas moléculas de
proteina), aumentando su hidrofobicidad y favoreciendo su agregacion (de Kruif & Holt,
2003). La agregacion micelar es responsable del aumento de la viscosidad de la leche y, en

consecuencia, también de la resistencia mecanica del medio.
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Figura 4.4. Cambios relativos del tiempo de vuelo (ATOF) de las ondas de ultrasonido durante el
cuajado de las muestras de leche. Las lineas verticales indican el tiempo de corte indicado por el

maestro quesero.
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Fig. 4.5. Evolucion de la atenuacion ultrasdnica (a) durante el cuajado de las muestras de leche. Las

lineas verticales indican el tiempo de corte indicado por el quesero.

<FFT:> (kHz)

560 =
1o o M1 i
540 - V=== M2 j
A VACERRE M3 ::
52012 . :E : oogo O
] u] (] El: o: 0O
5004 2 AAR A AA AAifo:
00 0 0 0 1000
Yoo o o o Fy
480‘v |:
| vV VvV viily v v
460 - VVV VV I
440 : L :
00:00 00:30 01:00 01:30

Tiempo (hh:mm)

Figura 4.6. Evolucion de los valores de la FFT correspondientes al percentil 75 (<FFT75>) durante el

cuajado de las muestras de leche. Las lineas verticales indican el tiempo de corte indicado por el

maestro quesero

Varios e

studios (Nassar et al.,

2004; Taifi et al.,2006) han observado un

comportamiento similar de la UPV durante el cuajado de muestras de leche desnatada

reconstituida en condiciones controladas de concentracién de leche en polvo, temperatura

y pH de cuajado. Otros estudios indicaron el mismo comportamiento de atenuacién de los

ultrasonidos durante la coagulacién de la leche desnatada reconstituida (Gunasekaran & Ay,
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1996; Bakkali et al., 2001; Taifi et al., 2006) y la leche de vaca entera (Koc & Ozer, 2008) en
condiciones controladas de concentracién y temperatura del coagulante. Algunos de estos
estudios establecen un algoritmo para la relacion entre el tiempo de coagulacion y el tiempo
de corte (Kowalchyk & Olson, 1977; Gunasekaran & Ay, 1996). Los resultados obtenidos en
este estudio concuerdan con estos trabajos en la relacion claraentre el tiempo de coagulacidn
y el tiempo de corte. Sin embargo, en este estudio la relacidn no se ajusta con gran precision,
ya que las muestras estudiadas procedian de diferentes fuentes y las condiciones de
temperatura y pH no estaban totalmente controladas, sino que simulaban situaciones reales
siguiendo las indicaciones del maestro quesero. No obstante, se puede deducir de los

resultados que el tiempo de corte es aproximadamente 6 veces el tiempo de coagulacion.

Hay que destacar que las curvas de evolucién de los parametros de ultrasonido
analizados difieren de una muestra a otra, es decir, aunque la tendencia general del proceso
de cuajado fue como se describié anteriormente para cada muestra, no hubo superposicion
general de las curvas. El hecho de que algunas curvas de un parametro dado puedan
distinguirse claramente entre diferentes leches puede deberse, como se indicé

anteriormente, a que las muestras se tomaron en diferentes fechas.

Debemos hacer la salvedad de que si el pardmetro de ultrasonido estudiado hubiera
sido la de mayor amplitud de la FFT (FFT), no se habrian observado las dos etapas del proceso
antes mencionadas. De manera similar, si el pardmetro elegido hubiera sido FFTs, habria
habido un solapamiento general entre las curvas de las diferentes muestras. Por ultimo,
como se sefiald anteriormente, los errores asociados con la determinacion de FFTqy fueron
muy grandes. Por tanto, las variables FFT, FFT,s y FFTos no eran adecuadas para su inclusion
en el andlisis estadistico de los datos.

El comportamiento similar mostrado por las variaciones relativas en el tiempo de
vuelo, la atenuacion, FFT;s y FFTso durante el cuajado de las muestras se refleja en
correlaciones lineales positivas, estadisticamente significativas (P <0,05) entre los mismos.
Esto implica, por ejemplo, que la mencionada disminucion de la atenuacion (o aumento de
la transmisién) durante el cuajado esta mas claramente marcada para los componentes de
frecuencia mds baja del espectro emitido por el transductor. Ademds, como era de esperar,
las caracteristicas ultrasdnicas de la leche cruda afectan a las del proceso de cuajado. En la
Figura 4.7 se presenta un ejemplo que muestra el resultado del andlisis de regresién lineal
de la atenuacién medida en cada muestra de leche cruda frente a la variacidn relativa en el
tiempo de vuelo medido en el tiempo de corte de los respectivos cuatro procesos de cuajado.
Se observa que cuanto menor es el coeficiente de atenuacidn ultrasénica de la muestra de
leche cruda, menor es la disminucién relativa en el tiempo de vuelo de las ondas durante el

cuajado.
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Figura 4.7. Regresion lineal entre la atenuacion ultrasénica (a) de las muestras de leche cruda y los
cambios relativos en el tiempo de vuelo (ATOF) de las ondas ultrasénicas medidas en los tiempos de

corte correspondientes a sus respectivos procesos de cuajado.

4.5. Estudio de las correlaciones

Varios estudios han demostrado que la velocidad y la atenuacidn de los ultrasonidos
en la leche durante el cuajado dependen de propiedades como el pH, la temperatura y las
concentraciones de cloruro de calcio, leche en polvo y caracteristicas del coagulante
(Benguigui et al., 1994; Gunasekaran & Ay, 1996; Bakkali et al., 2001; Taifi et al., 2001; Nassar
et al., 2004; Koc & Ozer, 2008). Estos parametros no fueron considerados en este trabajo
porque: (i) para pH y temperatura, las condiciones no eran las de un experimento de
laboratorio, no estaban controladas, siguiendo los criterios establecidos por el maestro
quesero a nivel industrial, (ii) las concentraciones de cloruro de calcio y leche en polvo no
eran aplicables, ya que se utilizé leche cruda, y (iii) para la concentracién del coagulante, este
pardmetro se mantuvo igual para las cuatro muestras. En esta subseccidn, describiremos los
resultados del tratamiento estadistico mediante una ANOVA en el que se encontraron
correlaciones significativas (P <0,05), siendo de particular interés algunos parametros que

hasta ahora no habian sido considerados en otros estudios previos en leches.

Asi, se observaron correlaciones negativas estadisticamente significativas entre el
contenido de proteina de las muestras de leche cruda con los valores de FFTs (r =-0,97) y
con FFTss (r = -0,98) (Figuras 4.8). Este resultado sugiere que un mayor contenido de
proteinas favorece la transmision de las frecuencias espectrales mas bajas emitidas por el
transductor frente a las frecuencias mas altas. Por tanto, de alguna forma, la estructura
micelar de las caseinas (la mas abundante de las proteinas de la leche) que forma la
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dispersion coloidal parece influir significativamente en una diferente atenuacion de las
frecuencias de ultrasonido durante la inspeccidon de las muestras de leche. Otros estudios
han llegado a la misma conclusidn por otros medios, encontrando en particular que las
particulas micelares de la leche reconstituida son la causa de la atenuacion dependiente de
la frecuencia medida por las ondas de ultrasonido que se propagan en ella (Griffin & Griffin,
1990; Benguigui et 1994). El contenido de proteina de la leche también influye en la
atenuacion de los diferentes componentes de frecuencia durante el cuajado, como se
aprecia en la Figura 4.9 que representa las correlaciones del coeficiente de atenuacién
medido en el tiempo de corte y la variacién en FFTso desde el tiempo de corte al tiempo inicial
del proceso de cuajado, ambos representados frente al contenido de proteina de las
muestras de leche. En base al hecho de que la disminucién de la atenuacidon durante el
cuajado es mds marcada para los componentes de frecuencias mas bajas que para las
frecuencias mads altas, es evidente que las muestras de leche con mayor contenido de
proteina serdn aquellas en las que esta disminucion de atenuacién sea menor. La fuerte
dependencia de la atenuacidn de la frecuencia se considera normal para las soluciones de
proteinas (Cho et al., 1985), aunque hasta la fecha hay pocas evidencias sobre las
propiedades acusticas de las micelas de caseina, especialmente cuando se agregan (Corredig
et al., 2004). Por tanto, los resultados actuales pueden arrojar algo de luz sobre esta cuestion.

Finalmente, no se encontraron relaciones estadisticamente significativas,
matematicamente simples, entre los pardmetros de ultrasonidos y el contenido de materia

seca, lactosa o grasa de las muestras analizadas.
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Figura 4.8. Regresiones lineales del contenido de proteina de las muestras de leche cruda con FFTso
y con FFT7s.
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Figura 4.9. Regresiones lineales del contenido de proteina de las muestras de leche cruda con la
atenuacion ultrasodnica (a) medida en el tiempo de corte, y con las variaciones en la FFTso (A FFTso)

de las ondas ultrasdnicas entre el tiempo de corte y los valores medidos en el tiempo inicial.

En resumen, para las muestras de leche cruda, los resultados de la UPV y la atenuacién
fueron consistentes con los valores de la literatura. Con respecto a las FFT, las frecuencias de
las ondas ultrasdnicas que se propagan a través de las muestras fueron generalmente
menores o iguales a la frecuencia nominal del transductor. Ademas, se establecieron una
serie de correlaciones entre los distintos pardmetros de ultrasonidos analizados. En
particular, el comportamiento de la FFT se correlaciond con el de la UPV, presentando las
muestras de mayores velocidades de ultrasonido valores de FFT mas elevados.

Para los procesos de cuajado, los cambios en los parametros de ultrasonido ocurrieron
en dos pasos que correspondian a la primera y segunda fases del cuajado de la leche - |a fase
enzimatica y la de agregacién. En un primer momento, hubo un aumento de la UPV, y
disminuciones en la atenuacion y frecuencia de las ondas ultrasénicas transmitidas, hasta
alcanzar las respectivas regiones cierta estabilidad que se mantuvieron hasta el final del
proceso de monitoreo. Estos resultados indicaron que el tiempo de corte es
aproximadamente 6 veces el tiempo de cuajado. Ademas, se encontraron correlaciones

positivas estadisticamente significativas entre varios pardmetros de ultrasonidos.

Las caracteristicas ultrasénicas de la leche cruda influyeron en la evolucién de las
medidas de los parametros de ultrasonido durante el proceso de cuajado. En particular, las

muestras de leche cruda que tenian coeficientes de atenuacion de ultrasonido mas bajos
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experimentaron una disminucién relativa menor en el tiempo de vuelo de las ondas medido

durante el cuajado.

Las correlaciones estadisticamente significativas encontradas entre los parametros de
ultrasonido y fisicoquimicos de las cuatro muestras afiaden valor a la utilidad de esta técnica
no destructiva. Esparticularmente interesante por su novedad con respecto a la literatura
existente sobre el tema las correlaciones observadas entre: (a) el contenido de proteina de
la leche, tanto cruda como cuajada, y los componentes de frecuencia, y (b) el contenido de
proteina y la atenuacién de los componentes de frecuencia durante el proceso de cuajado.
Estas nuevas correlaciones apoyan aun mas el uso del ultrasonido como una técnica no
destructiva para caracterizar la leche, ya que estas son propiedades que pueden contribuir
directamente al conocimiento de las propiedades acusticas de las micelas de caseina,

especialmente a medida que se agregan.
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Capitulo 1l

5. CAPITULO II: Aplicacion de ultrasonidos para control de calidad del
proceso de maduracion de la Torta del Casar

5.1. Diseiio experimental

Se realizaron cuatro elaboraciones diferentes en las que se obtuvieron cuatro lotes de
gueso Torta del Casar. En cada una de las elaboraciones se introdujo una modificacidon
especifica durante el procedimiento de elaboracién del queso con el objetivo de generar
diferentes defectos en la “Torta” (Figura 5.1). A continuacion, se detallan las modificaciones

realizadas:

e Lote estandar (ST): este queso fue elaborado siguiendo el procedimiento general
de elaboracidn de la Torta del Casar.

¢ Lote 1 de defectos de prensado (PD1): para la preparacion de defectos de ojos
mecanicos en el interior del queso, se utilizdé agua fria en lugar de agua caliente en
la doble camisa de la cuba durante la etapa de agitacidn. Gracias a esta modificacion
durante el proceso de fabricacién del queso, los granos se enfrian y provoca una
unién ineficaz entre las diversas partes de la cuajada una vez llevado a cabo el
desuerado y pre-prensado.

¢ Lote 2 de defectos de prensado o de textura (PD2): la cuajada se rompid en trozos
del tamafo de un grano de arroz, como se indica en el procedimiento general de
elaboracion del queso, pero la cuba se fijé a 35 °C en lugar de 30 °C.

e Lote de defectos microbianos (MD): para lograr un queso con defectos de
hinchazén temprana se agregd 3,61 g de indculo liofilizado a 96 L de leche templada
a 30 °C antes de la coagulacién. El inéculo comprendia microorganismos
proteoliticos y potencialmente productores de gas: Escherichia coli (2,07 x 10
ufc/g), Enterobacter aerogenes (3,2 x 10'° ufc/g) y Kluyveromyces lactis (1,19 x 10*°
ufc/g).

En primer lugar, para preparar el inculo liofilizado las bacterias (Escherichia coli y
Enterobacter aerogenes) se revitalizaron en caldo cerebro corazén (BHI) a 37 °C durante 24
horas y la levadura (Kluyveromyces lactis) en caldo de extracto de levadura de peptona y
dextrosa (YPD) a 25°C en agitacion a 150 rpm. Posteriormente, los caldos de cultivos con los
correspondientes microorganismos se pasaron a matraces de caldo nutritivo suplementado
con crioprotectores para prevenir modificaciones de las propiedades fisicas de la membrana
celular (Ko et al., 1994). El suplemento para el caldo de cultivo se componia de NaCl al 5% y
manitol al 10%. Seguidamente, se incubaron a 37 °C durante 48 horas en aerobiosis las

enterobacterias y las levaduras a 25 °C en agitacién a 150 rpm durante 72 h.
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Figura 5.1. Detalle del centro de los quesos de los cuatro lotes de “Torta del Casar” al final del
periodo de maduracion: Lote estandar (S), Lote con defectos de prensado (PD1), Lote con defectos
de prensado 2 o textura (PD2), y Lote con defectos microbianos (MD).

El crecimiento de los microorganismos fue controlado cada 24 horas mediante
camaras de neubauer y observacién al microscopio. Los microorganismos permanecieron en
el caldo de cultivo suplementado con los crioprotectores hasta conseguir una carga
aproximada de 102 ufc/mL. Una vez conseguida la concentracidon adecuada, el contenido de
los matraces se trasvaso a tubos de centrifuga estériles y se centrifugaron a 4000 g durante
10 min. A continuacion, se eliminé el liquido sobrenadante y el pellet fue lavado con sacarosa
al 2,5%. Posteriormente se homogenizé con sacarosa al 2,5% y se congeld en finas capas en
un bafio metdlico con 2-isopropanol y nieve carbdnica. Una vez congelado, se procedid a su

liofilizacion.

Las células liofilizadas se almacenaron en bolsas opacas a vacio y temperatura de -80
°C hasta su utilizacidn. Previamente a la utilizacién de los liofilizados el nimero de células
viables fueron determinados mediante analisis microbioldgico. Para ello, se hicieron
diluciones decimales sembradas en placas de agar BHI y posterior incubacién durante 24 h a
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37 °C en aerobiosis para los liofilizados de enterobacterias y agar YPD a 25 °C durante 48 h

para la levadura.

La elaboracion de los cuatro lotes permitié obtener un total de 30 a 32 unidades por
cada lote, con aproximadamente 950 g de peso inicial (didmetro: 13 cm; altura: 7 cm). Todos
los quesos fueron madurados tal y como se ha descrito anteriormente. Durante la
maduracién se eligieron al azar tres quesos de cada lote para su analisis después de 0, 2, 4,

6, 8 y 10 semanas de maduracion.

En la Tabla 5.1 se presenta la distribucién de muestras tanto para las determinaciones
fisicoquimicas, microbioldgicas y ultrasénicas durante la maduracién de 70 dias de los cuatro

lotes elaborados.

5.2. Analisis estadistico de los datos

Se determinaron los estadisticos descriptivos de los parametros ultrasénicos de todas
las muestras y se estudid la evolucidn durante las semanas de maduracion de los pardmetros
fisicoquimicos, microbianos y de textura de los lotes de queso, utilizando ANOVA de una via
y test de comparaciones multiples HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey. Este test
permitié observar diferencias significativas (P < 0,05) entre las medias de las muestras. La
eficiencia de los parametros ultrasénicos seleccionados como marcadores para el control de
los pardmetros fisicoquimicos y de textura de muestras de queso se evalué mediante
coeficientes de correlacion de Pearson. Para la clasificacion de lotes de queso segun su
defecto durante su maduracion, se aplicé el método de andlisis discriminante lineal (ADL) a
los datos ultrasdnicos. Las variables discriminantes para cada intervalo de maduracion
evaluado (2-4, 4-6, 6-8 y 8-10 semanas) se identificaron mediante un algoritmo escalonado
basado en el método lambda de Wilks. Los resultados del modelo ADL de clasificacion con
el mejor rendimiento han sido representados graficamente proyectando los grupos de

qguesos en el espacio definido por las funciones discriminantes (FD).
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Tabla 5.1. Numero de muestras totales inspeccionadas a lo largo del periodo de maduracion de los diferentes lotes de queso.

Lotes de queso?

Lotes de queso? Total
ST PD2 PD1 MD
N2 de quesos (muestras) 32 30 31 32 125
Tipo de anélisis? V] AFM U AFM 1V] AFM U AFM 1V] AFM
Muestreo semanal
Semana 0 32 3 30 3 31 3 32 3 125 12
Semana 2 29 3 27 3 28 3 29 3 113 12
Semana 4 26 3 24 3 25 3 26 3 101 12
Semana 6 23 3 21 3 22 3 23 3 89 12
Semana 8 20 3 18 3 19 3 20 3 77 12
Semana 10 18 3 16 3 17 3 18 3 69 12
Total muestras 148 18 136 18 142 18 148 18 574 72

lQuesos estandar (ST); Quesos con defectos de prensado 2 o textura (PD2); Quesos con defectos de prensado (PD1); Quesos con defectos
microbioldgicos (MD).

2Inspeccidn ultrasénica (IU); Analisis fisicoquimicos y microbiolégicos AFM.
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5.3. Parametros fisicoquimicos y de textura de los quesos

En general, dentro de los parametros fisicoquimicos, la materia seca, proteina y grasa
totales aumentaron durante el proceso de maduracién, con rangos de 45,1 a 59,6, 11,7 a
19,3 y 23 a 33,6 %, respectivamente, sin que se observaran diferencias entre los lotes
estudiados al final de la maduracion (Tabla 5.2). De la misma forma, los resultados de cenizas,
pH y densidad no mostraron diferencias relevantes entre los lotes estudiados. Los valores de
cenizas oscilaron entre 2,06 % (semana 0, lote PD1) y 3,17 % (semana 10, lote PD2), mientras
que en el caso de los valores de pH se observa un descenso significativo durante la
maduracion en todos los lotes de 6,55-6,73 a 5,24-5,49. En el caso de |la densidad, esta oscild
entre 951y 1011 g/cm? en producto final (Tabla 5.2). Estos resultados estadn en concordancia
con los obtenidos previamente por otros autores para Torta del Casar y para otros quesos de
pasta blanda parecidos (Roa et al., 1999; Sanjudan et al., 2002; Ordiales et al., 2013a).

Por el contrario, los datos de textura fueron mas variables entre lotes. La firmeza del
lote estandar (ST) aumentd significativamente hasta el final de la maduracién, mientras que
para el lote PD1, esta tendencia no fue evidente. En el lote MD, la firmeza méxima de los
quesos se produjo a la semana 6 después de la maduracion observandose una disminucién
hasta el final de la maduracién. En el caso el lote PD2, este parametro fue particularmente
alto durante la maduracion. Delgado et al. (2010a) mostraron una reduccion de la dureza del
queso durante la maduracidn de la Torta del Casar, caracteristica de este tipo de queso. En
este estudio, y a diferencia del nuestro, los quesos se abrieron previamente eliminando toda
la corteza superior para evaluar la textura de la pasta del queso. Los datos sobre los otros
pardmetros de textura medidos revelaron valores mas altos de untuosidad y pegajosidad en
el lote MD en la semana 10. El efecto de la poblacién microbiana sobre las propiedades
reoldgicas de este tipo de queso ha sido descrito por Pereira et al. (2010a). La relacidn entre
los pardmetros texturales y proteoliticos se ha atribuido a la degradacién de la matriz de
caseinas, disminuyendo la dureza y consistencia de la Torta del Casar y aumentando su
adhesividad durante la maduracién (Delgado et al., 2010a). Por el contrario, el lote PD1 junto

con el ST mostraron los valores mas bajos de untuosidad y pegajosidad.
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Tabla 5.2. Parametros fisicoquimicos y de textura de los lotes de queso de “Torta del Casar” durante

el proceso de maduracién'2.

4

Lote Pardmetros fisicoquimicos® Parametros de textura
MS PB Grasa Ash Densidad Firm. Unt. Peg.
Semana (%) (%) (%) (%) (g/cm®) (8) (8) (8)
Estdndar (ST)
0 45,1°»  125¢ 23,0° 2,22 6,694  1074*° 853Gk
2 46,2°¢  16,1% 24,1%¢ 221 5,17%0 105148 878Cb
4 48,7 16,23  27,7Cc¢ 2,27  4,73%° 10008 787¢%¢ 1918 -1736
6 53,58¢ 17,2882 30,38 2,37 5,038  1047%82 1387%¢  1652°¢ -15432
8 54,38 1837B2 3095 233 5,18° 939Cb 16085 1597 -1731°
10 58,1A 19,3 33,3% 251 5,248 951¢P 22524 1626°  -16322
Defecto de prensado 1 (PD1)
0 48,0%  11,7¢ 24,0° 2,06 6,554 1022° 823¢b
2 51,8 13,0%° 28,0%° 2,21  599%  1019% 791%k
4 54,983 17.9A2  30,3Bb 39 55582 972 15518
6 55,45 16,2M3® 2958Gb 337 5548 979° 22774 2818  -1755°
8 57,74 17,0~ 32,54% 240 4,80¢ 9852° 1612%°  1892°¢  -2085%
10 57,6% 18,04  33,6M2 2,31 5,49¢ 982% 1690%°  1812°  -1917%*
Defecto de prensado 2 o
textura (PD2)
0 48,3t 10,8¢ 23,3¢ 2,49 6,68% 1013° 424272
2 52,9%@b 13 28Cb 94 oCc 3,02 5,37% 1028 404072
4 57,1 14,9%° 29,0%°¢ 3,10 5,04%®" 1006 365852
6 59,65 15,7AB3 31 24b 331 5,048 1008 3600%% 81694 -5586°P
8 63,24 10,7 31,74 330  4,97° 987%° 4291~ 22818 2117~
10 59,08 17,84 31,7%* 3,17 5,248 10112 3728%¢ 3173782 _2521Ab
Poblacién microbiana anémala (MD)
0 46,2  11,7° 24,6° 2,34 6,734 1011° 10904°
2 53,652 13,7%°  30,9% 2,44 5,508 997° 7745P
4 54,88Cb 15 78CGab 33 28Ca 218  5,508° 970 92378«
6 55,18¢bc 14,65 34,672 2,61 5,488 990° 857ABd 189583 7060”2
8 55,3%¢ 18,44 33,0"% 2,42 5,408 999° 862°Bc 23368  -2631AP
10 58,4% 17,5 33,08 2,72 5,478 1001° 1073%¢  3477A%  -37558¢

!Para cada columna, los valores medios del mismo lote sin letras mayusculas comunes son significativamente

diferentes durante el proceso de maduracion (p <0.05).

2 para cada columna, los valores medios de la misma semana de procesado sin letras mindsculas comunes son
significativamente diferentes entre lotes (p <0.05).
3MS: Materia seca; PB: Proteina bruta.

4 Firm.: Firmeza; Unt.: Untuosidad; Peg.: pegajosidad.
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5.4. Evolucion de la poblacion microbiana durante la maduracion del queso

Los recuentos medios de BAL durante la maduracion fueron superiores a 8 log ufc/g
para todos los lotes sin diferencias significativas (Figura 5.2). En el caso de los recuentos de
levadura, estos fueron constantes hasta la semana 6 de maduracién, con la mayoria de los
valores oscilando de 4 log ufc/g (PD2) a 6 log ufc/g (MD y PD1). Al final de la maduracion, 3
lotes mostraron una disminucion notable del recuento de levaduras, con valores cercanos a
4 log ufc/g en el lote MD y 3 log ufc/g en los lotes ST y PD2. Una evolucidn similar se observé
para la poblacion de Enterobacteriaceae, con recuentos estables alrededor de 8 ufc/g en
todos los lotes durante las primeras 4 semanas de maduracién y una disminucién progresiva
en el segundo periodo (Figura 5.2). Sin embargo, los lotes ST y PD2 mostraron una
disminucién mdas pronunciada de este grupo microbiano en relacién con el lote PD1. Los
recuentos de BAL, levadura y enterobacterias encontrados en este estudio son similares a los
reportados previamente en este tipo de queso (Pintado et al., 2010; Ordiales et al., 20133,
b). Las BAL son el grupo microbiano predominante en Torta del Casar (Mas Mayoral et al.,
1991), en el que pueden alcanzar recuentos viables de 8-9 log ufc/g en el momento del
consumo (Ordiales et al., 2013a, b). Ademads, la presencia de recuentos elevados de
Enterobacteriaceae no es inusual en este tipo de quesos (Alegria et al., 2009; Gongalves et
al.,, 2018). Estos altos niveles de microorganismos durante la maduracion sugieren una
contribucion relevante de sus actividades enzimaticas en el desarrollo de las caracteristicas

sensoriales de queso Torta del Casar, incluida su textura.
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Figura 5.2. Evolucion de los recuentos de (A) bacterias acido lacticas, (B) levaduras y (C)
enterobacterias durante la maduracion de los lotes de quesos estandar (ST), defecto de prensado 1
(PD1), defecto de prensado 2 o textura (PD2) y defectos microbianos (MD). BIC = barra del intervalo
de confianza utilizando la prueba post-hoc de comparacion de medias Tukey.
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5.5. Parametros de los ultrasonidos

La evaluacion de las propiedades de los alimentos mediante ultrasonidos, incluyendo
diferentes tipos de quesos, se realiza principalmente mediante del analisis de la velocidad
ultrasénica como la mas fiable y simple de las medidas (Benedito et al., 1998; Gallo et al.,
2018). Benedito et al. (2000a) describieron un aumento de la velocidad ultrasénica durante
la maduracién del queso Cheddar (de textura firme) que oscilan desde 1.657 hasta 1.677 m/s
al2°Cyde1.684a1.693 m/sab5 °C (transductores de 1 MHz, 1,9 cm de didmetro de cristal;
modelo A314S-SU, Panametrics NDT). Estos valores son mas constantes que los encontrados
en este estudio para Torta del Casar, un queso de textura mds variable y cremosa, con rangos
de 1.144 a 1.723 y 1.246 a 1.547 m/s para transductores V150 y V151, respectivamente
(Tabla 5.3). Ademas de la velocidad, se estudiaron en este trabajo varios parametros
relacionados con esta, la frecuencia, y la atenuacién. Ademas de la velocidad longitudinal
(VL) y velocidad transversal (VT) y la relacion entre ellas (VT/VL), se calcularon las constantes
eldsticas a partir de las mediciones de velocidad ultrasénica. A partir de estos parametros, VL
mostré la desviacion estandar relativa (DER) mas baja (3,71-5,18%), mientras que las
constantes de Lamé (A) y coeficiente de Poisson (v) presentaron los coeficientes de variacidn
mas altos (40,37-48,47 y 30,37-38,08%, respectivamente). En todos los casos, el nivel de
dispersion de los parametros relacionados con la velocidad fue mayor con el transductor
V150 que con el V151. Por el contrario, los valores de DER de la frecuencia de mayor amplitud
y las frecuencias FFT correspondientes a los percentiles 25, 50, 75 y 99 de las sefiales recibidas
fueron mayores para el transductor V151 que para V150, principalmente para la frecuencia
de mayor amplitud, mostrando mas del 40% de la variabilidad (Tabla 5.3).

En cuanto a los parametros relacionados con la atenuacion, los datos de dispersién
fueron ligeramente superiores con el transductor V150 que, con el V151, con AT 60
mostrando los coeficientes de variacion mas altos para ambos transductores (35,6 y 31,2%,
respectivamente). La alta variabilidad encontrada para algunos pardmetros de los
ultrasonidos podria significar una buena respuesta de estos a los cambios y variaciones en
los pardmetros fisicoquimicos y de textura asociado con los defectos del queso o el proceso

de maduracion.
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Tabla 5.3. Estadisticos descriptivos de los parametros de los ultrasonidos medidos con los transductores “V150” y “V151” en los quesos durante su procesado.

Pardmetros de los Transductor V150 Transductor V151

ultrasonidos Media DE?! DER!? Min? Max? Media DE DER Min Max

Parametros relacionados con la velocidad
VL (m/s) 1496 77 5,18 1144 1723 1434 53 3,71 1246 1547
VT (m/s) 833 132 15,83 533 1202 797 93 11,70 605 1079
VT/VL 0,56 0,08 14,55 0,36 0,76 0,56 0,07 11,70 0,43 0,74
Mddulo de Young (E) 1,74E+09 3,93E+08 22,56 8,01E+08 2,53E+09 1,61E+09 2,62E+08 16,22 9,80E+08 2,31E+09
Coeficiente de Poisson
(v) 0,26 0,10 38,08 0,006 0,423 0,27 0,082 30,37 0,0167 0,388
Mddulo volumétrico (k) 1,32E+09 3,06E+08 23,22 7,03E+08 2,11E+09 1,20E+09 2,55E+08 21,21 5,11E+08 1,69E+09
Modulo de corte (u) 7,12E+08 2,23E+08 31,36 2,83E+08 1,60E+09 6,48E+08 1,51E+08 23,27 3,54E+08 1,10E+09
Constante de Lamé (A) 8,48E+08 4,11E+08 48,47 1,22E+07 1,83E+09 7,87E+08 3,18E+08 40,37 3,24E+07 1,40E+09

Frecuencias
Frecuencia de mayor

amplitud (Hz) 278.404 39.596 14,22 180.201 371.000 284.901 114.252 40,10 138.952 625.860
FFT2s 246.563 23.415 9,50 180.472 305.940 262.719 56.438 21,48 175.834 461.402
FFTso 283.546 22.298 7,86 185.100 352.147 352.947 85.409 24,20 204.267 578.995
FFT7s 318.158 22.021 6,92 261.453 401.160 470.989 86.125 18,29 290.513 663.735
FFToo 517.473 52.070 10,06 347.222 633.528 758.842 59.168 7,80 637.765 1.068.455
Atenuaciones

AT 10 1,4 0,3 23,2 1,1 2,8 1,4 0,3 19,8 1,0 2,2
AT 20 1,6 0,5 28,9 1,1 3,2 1,6 0,4 25,9 1,1 3,1
AT 30 1,8 0,6 31,6 1,1 3,3 1,8 0,5 27,9 1,1 3,2
AT 40 2,0 0,7 33,8 1,1 3,8 2,0 0,6 30,8 1,1 3,4
AT 50 2,2 0,8 35,5 1,2 4,2 2,3 0,7 31,1 1,1 4,2
AT 60 2,5 0,9 35,6 1,2 4,5 2,6 0,8 31,2 1,1 4,7
AT 70 2,8 1,0 35,2 1,2 51 3,0 0,9 30,6 1,4 6,0
AT 80 3,3 1,1 33,5 1,3 6,2 3,5 1,0 28,6 1,7 6,1
AT 90 4,2 1,3 31,6 1,6 7,6 44 1,2 27,3 2,4 7,7

!DE: desviacidn estandar; DER: desviacion estandar relativa expresada como porcentaje.
2Min (minimo); Max (maximo).
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5.6. Relacion entre las propiedades fisicoquimicas y de textura de la Torta del Casar
con los parametros de los ultrasonidos durante su proceso de maduracion.

Para establecer la relacion entre las propiedades fisicoquimicas y de textura de la Torta
del Casar con los parametros de los ultrasonidos durante su proceso de maduracion se
analizaron las correlaciones de dichos parametros obtenidos utilizando ambos transductores
V150y V151 con las propiedades fisicoquimicas y de textura de las muestras de los diferentes
lotes de Torta del Casar estudiados durante su maduracion (Tabla 5.4). Los resultados
mostraron que el transductor V150 presentd un mejor rendimiento para los objetivos del
trabajo que el transductor V151. Utilizando el transductor V150, los parametros de los
ultrasonidos presentaron una fuerte correlacién (P <0,01) con varios parametros
fisicoquimicos y de textura. Los valores de la mayoria de los pardmetros relacionados con la
velocidad y las constantes eldsticas se correlacionaron negativamente (positivo en el caso
del Coeficiete de Poisson ) con la cantidad de grasa en ES de las muestras de queso durante
la maduracidn; particularmente para VT, E 'y u (Tabla 5.4). Esta correlacién inversa entre el
contenido de grasa de los alimentos y las velocidades de ultrasonido (VL y VT) es un
fendmeno bien conocido. De hecho, estos pardmetros se han utilizado para predecir el
porcentaje de grasa en los productos carnicos, pescado y diferentes tipos de queso (Park et
al., 1994; Simal et al., 2003; Shannon et al., 2004; Telis-Romero et al., 2011).

El contenido de grasa en ES de Torta del Casar fue también el parametro fisicoquimico
mas relevante para explicar el comportamiento de la atenuacidn. Los valores de AT 70 fueron
los que mostraron una correlacion mas alta con la grasa en ES (Tabla 5.4). Esto indica que
cuando aumenta la grasa en el ES se requiere un tiempo mayor para recibir un determinado
porcentaje de energia (es decir, la atenuacion disminuye). Considerando que los quesos son
menos atenuantes cuando el valor de AT 70 es mayor, este resultado sugiere que los quesos
mas atenuantes son aquellos con una menor proporcion de grasa en ES. En productos
heterogéneos, como carnes y pescado, el coeficiente de atenuacidn se asocia principalmente
con el fendmeno de la dispersiéon (Buckin et al., 2002). En estos casos, la atenuacion es mucho
mas sensible a cambios en la estructura del tejido que a cambios en la composicidn de estos
alimentos, lo que limita su uso en el analisis composicional de los mismos (Sigfusson et al.,
2001; Awad et al., 2012). En quesos semiduros y duros, como el queso manchego, el nimero
y tamafio de los agujeros de un queso en particular puede enmascarar los posibles cambios
en la atenuacion durante la maduracién (Benedito et al., 2001, 2006). Sin embargo, la
atenuacion se ha propuesto como un indicador U(til para detectar grasa intramuscular

(marmoleo) en trozos de carne homogéneos, como el musculo longissimus (Park et al., 1994).
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Tabla 5.4. Parametros fisicoquimicos y de textura correlacionados significativamente (p <0.01) con parametros de los ultrasonidos durante el procesamiento de “Torta

Transductor V150 Transductor V151
Pardmetros de los ultrasonidos Pardmetros fisicoquimicos? Textura? Parametros fisicoquimicos? Textura?
G GES Cen Dens. Firm. Unt. G GES Cen Dens. Firm. Unt.
Pardmetros relacionados con la velocidad
VL (m/s) -0,426 0,592 0,500 0,439
VT (m/s) -0,582 0,533
VT/VL -0,452
Moddulo de Young (E) -0,565 0,389 0,532
Coeficiente de Poisson (V) 0,400 -0,511 -0,535
Médulo volumétrico (k) 0,342 0,307
Maddulo de corte (u) -0,532 0,556 0,530
Constante de Lamé (A) 0,227
Frecuencias
FFTo9 (Hz) 0,519
Atenuaciones
AT 10 0,379 -0,240 -0,374 0,429
AT 20 0,488 -0,203  -0,408
AT 30 0,552 -0,202 -0,441 0,420
AT 40 0,369 0,592 -0,209 -0,467
AT 50 0,607 -0,228 -0,505 0,420
AT 60 0,612 -0,235 -0,512 0,426
AT 70 0,613 -0,211 -0,519
AT 80 0,587 -0,201 -0,528
AT 90 0,579 -0,592 -0,446

1 G: grasa; G ES: Grasa en extracto seco; Cen: Cenizas; Dens: densidad.

2Firm.: firmeza; Unt.: untuosidad.
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En este estudio, la Torta del Casar es un queso de tipo blando con una pasta
relativamente homogénea, por lo tanto, se puede considerar que tanto al fenédmeno de la
dispersidon, como el de absorcién de energia por las micelas de caseina y de los glébulos de
grasa, pueden contribuir notablemente a la atenuacion. El coeficiente de atenuacién debido
a la dispersidn juega el mismo papel que el coeficiente de absorcidn intrinseco en quesos con

una débil concentracion de oquedades (Nassar et al., 2010).

Por otro lado, se observd una fuerte correlacidn negativa entre la densidad y tanto la
grasa total como la grasa en ES de los quesos estudiados (P <0,01). Esto puede explicar, al
menos en parte, los valores mas bajos de la atenuacién ultrasénica para muestras de queso
mas densas, mientras que k y A mostraron una correlacién positiva con la densidad de los
quesos (Tabla 5.4). No obstante, como se menciond anteriormente, se han observado
correlaciones entre las sefiales acusticas y la densidad de alimentos porosos (Awad et al.,
2012), como la Torta del Casar. En cuanto al contenido de cenizas, constituidas
principalmente por sales de cloruro y calcio, se correlaciond con VL y E (Tabla 5.4). Estos
resultados corroboran los obtenidos por Dukhin et al. (2005), quien describio los parametros
de ultrasonido relacionados con la velocidad del sonido, como los mejores para investigar los
efectos en una escala molecular, mientras que la atenuacion los consideré mas adecuados
para caracterizar los efectos relacionados con la heterogeneidad y composicién de fases del
particular sistema de los productos lacteos, que contienen estructuras como micelas de

caseina y gldbulos grasos.

Entre las propiedades de textura de la “Torta”, la firmeza se correlacioné
positivamente con la VL, mientras que los coeficientes de atenuacion mostraron una
intensa correlacién negativa con este parametro de textura, especialmente en el caso de
AT90 (Tabla 4). Nuevamente, este resultado indica una mayor firmeza de las muestras de
Torta del Casar con mas atenuacion de los ultrasonidos y, en consecuencia, con mayores
velocidades de propagacién. Benedito et al. (2000b) describid la firmeza como el parametro
de textura que mejor se correlaciona con la velocidad ultrasénica durante la maduracion de
los quesos. En general, con la maduracion del queso aumenta la firmeza, aumentando asi la
velocidad ultrasdnica, mientras que el coeficiente de atenuacidn puede mostrar una
variabilidad relativamente alta debido a porosidades o agujeros en las muestras de queso
(Benedito et al., 2002). Sin embargo, en otros alimentos con estructura de gel y textura
porosa, como el tofu, se ha utilizado la atenuacidn ultrasénica como una alternativa al analisis
textural o reoldgico en la caracterizacidon de su estructura de gel (Ting et al., 2009). Por el
contrario, los resultados obtenidos para la untuosidad parecen indicar que solo los
pardmetros de los ultrasonidos relacionados con la velocidad y la frecuencia seria adecuados
para determinar esta propiedad en la Torta del Casar. Los valores de untuosidad mostraron
una fuerte correlacién positiva con los valores de VT, E y 1, ademas de una correlacion

negativa con v y FFTqo.
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Estos resultados evidencian el potencial de estos pardmetros de los ultrasonidos como
herramientas para el desarrollo de modelos discriminativos basados en su relacién con
algunos parametros fisicoquimicos (principalmente grasa en ES y densidad) y propiedades de

textura (firmeza y untuosidad) de la Torta del Casar durante su maduracién.

5.7. Discriminacion de los defectos del queso tipo “Torta” por parametros de los
ultrasonidos durante la maduracién

Los modelos de anadlisis discriminante lineal (ADL) se desarrollaron utilizando los
pardmetros de los ultrasonidos determinados durante las semanas 2, 4, 6, 8 y 10 de
maduracién y analizados a diferentes periodos del proceso de maduracién de los quesos (2-
4, 4-6, 6-8 y 8-10 semanas). Se utilizd la validacién cruzada Leave-more-out con cuatro
grupos de cancelacién para probar la capacidad predictiva de los modelos de ADL con
respecto a los lotes en cada uno de los periodos estudiados. Los resultados de los modelos
de ADL se resumen en la Tabla 5.5, que muestra las variables ultrasdnicas seleccionadas por
el método de inclusién por pasos para cada periodo de maduracion de los quesos. Estas
variables estan ordenadas segun la importancia en el modelo reflejandose el niumero (y
porcentaje) de casos clasificados correctamente tanto en la calibracion como en la prediccion
del modelo.

Los resultados obtenidos confirman el papel de algunos parametros relacionados con
la atenuacion y la velocidad como herramientas Utiles para la discriminacion de los tipos de
defectos en los quesos estudiados, ademads de revelar el potencial de discriminacién de la
FFT7s. En cuanto a los pardmetros de atenuacion, AT 90 y AT 10 se encuentran entre las
variables discriminantes del queso en el periodo de 2-4 semanas de procesado. En contraste,
para los intervalos de 4 a 6 y 6 a 8 semanas de procesado, AT 50 aparece como la variable
con mas potencial discriminante, seguida de FFTzs (Tabla 5.5). Los parametros, VL, VT, k, vy
E también fueron incluidos en los modelos discriminantes con un peso comparativamente

alto en el modelo ADL del Ultimo periodo del procesado (8-10 semanas).

En concreto, los porcentajes del total de muestras externas al modelo bien
clasificadas (clases predichas) aumentaron del 70,1% al 80,0% a lo largo de los periodos de
procesado analizados (de 2-4 semanas a 8-10 semanas). En general, las predicciones
correctas fueron relativamente mas bajas, entre 0 y 65%, para las muestras de queso del
lote MDD debido principalmente a la clasificacién errénea de estas muestras de queso con las
del lote PD1 en los ultimos periodos de elaboracion (6—8 y 8—10 semanas; Tablas 5.6 y 5.7).
Por tanto, parece existir una gran similitud entre los defectos PD1 (ojos mecanicos) y MD
(hinchazon temprana) en el queso tipo “Torta” atendiendo a los pardmetros de ultrasonidos
y que se refleja en pardmetros de textura cuando el producto se encuentra en la etapa final
de elaboracidn. En consecuencia, cuando los modelos ADL incluyeron ambos defectos en el

mismo grupo (PD1+DM), los porcentajes del total de muestras externas bien clasificadas
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(clases predichas) fueron superiores al 90% para los periodos 6-8 y 8-10 semanas de
procesado (Tabla 5.8).

Tabla 5.5. Eficiencia en la calibracidon y prediccion del ADL en la clasificacion de los defectos
estudiados en las muestras de queso “Torta del Casar” durante su procesado.

Maduracion Variable seleccionada Recuento Lote de queso Total
(semanas) S PD1  PD2 MD
2-4 AT 90 n 20 18 23 16 77
VL (m/s) Clases calculadas
AT 10 clases? 14 12 18 10 54
%? 70,0 66,7 78,3 62,5 70,1
Clases predichas
clases 14 10 18 12 54
% 70,0 66,7 78,3 62,5 70,1
4-6 AT 50 n 16 14 16 11 57
VT (m/s) Clases calculadas
FFTs (Hz) clases 7 11 14 9 41
% 43,8 78,6 87,5 81,8 71,9
Clases predichas
clases 9 7 14 11 41
% 56,3 78,6 87,5 63,6 71,9
6-8 AT 50 n 12 9 11 8 40
FFTs (Hz) Clases calculadas
Médulo de volumen (k) clases 10 9 11 6 36

Coeficiente de Poisson

() % 83,3 100 100 75,0 90,0

Clases predichas

clases 10 7 11 3 31
% 83,3 77,8 100 375 77,5
8-10 Médulo de Young (E) n 8 5 8 4 25
VT (m/s) Clases calculadas
Coeficiente de Poisson clases 8 5 8 5 53
(v
AT 40 % 100 100,0 100 50 92,0
Clases predichas
clases 8 5 7 0 20
% 100 100 87,5 0,0 80,0

INUmero de casos correctamente clasificados.
2Porcentaje de casos correctamente clasificados.
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Tabla 5.6. Prediccion de la pertenencia a los grupos estudiados de las muestras de queso con un

periodo de maduracion de 6 a 8 semanas en base al modelo ADL realizado.

Grupo predicho para cada muestra

Total
Lote PD1 PD2 S MD
Clases calculadas
Recuento® PD1 1 0 1 6 8
PD2 0 11 0 0 11
S 0 0 10 2 12
DM 9 0 0 0 9
%?2 PD1 12,5 0 12,5 75 100
PD2 0 100 0 0 100
S 0 0 83,3 16,7 100
DM 100 0 0 0 100
Clases predichas
Recuento! PD1 3 1 1 3 8
PD2 0 11 0 11
S 0 0 10 2 12
DM 7 0 0 2 9
%? PD1 37,5 12,5 12,5 37,5 100
PD2 0 100 0 0 100
S 0 0 83,3 16,7 100
DM 77,8 0 0 22,2 100

NUmero de casos clasificados en cada grupo.
Zporcentaje de casos clasificados en cada grupo.
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Tabla 5.7. Prediccion de la pertenencia a los grupos estudiados de las muestras de queso con un

periodo de maduracidon de 8 a 10 semanas en base al modelo ADL realizado.

Predicted membership group

Total
Batch PD1 PD2 S DM
Clases calculadas
Recuento® PD1 1 1 0 2 4
PD2 0 8 0 0 8
S 0 0 8 0 8
DM 5 0 0 0 5
%2 PD1 25 25 0 50 100
PD2 0 100 0 0 100
S 0 0 100 0 100
DM 100 0 0 0 100
Clases predichas
Recuento! PD1 3 1 0 0 4
PD2 0 7 0 1 8
S 0 0 8 0 8
DM 5 0 0 0 5
%?2 PD1 75 25 0 0 100
PD2 0 87,5 0 12,5 100
S 0 0 100 0 100
DM 100 0 0 0 100

Numero de casos clasificados en cada grupo.
2pPorcentaje de casos clasificados en cada grupo.

La Figura 5.3 representa las muestras de queso maduradas durante los periodos de 6-
8 y 8-10 semanas proyectadas en el plano definido por los factores discriminantes (FD). El
modelo ADL basado en los datos de los ultrasonidos de muestras del periodo de 6-8 semanas
de maduracién permitié diferenciar de manera clara los tres grupos. Los valores de AT 50 y
FFT7s tuvieron un papel relevante en la diferenciacion de muestras pertenecientes a los
lotes PD1+MD y PD2, mientras que k y v fueron los mejores parametros discriminantes
para la diferenciacion de muestras del lote estandar (S). En muestras de queso
pertenecientes al periodo de 8 a 10 semanas de maduracion, las tres clases de queso
establecidas también se ubicaron claramente en distintas regiones del plano definido por los
FD. En particular, las muestras de queso del lote S estaban bien separadas de los lotes con
defectos mediante el FD1, mientras que FD2 separd las muestras de PD1+MD de las muestras
de PD2 en base a los valores de v, AT 40, Ey VT.
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Table 5.8. Eficiencia en la calibracion y prediccion del modelo ADL aplicado para la clasificacion de
las muestras de queso "Torta del Casar" después de 6-8 y 8-10 semanas de procesado considerando

los lotes PD1 y MD un Unico grupo de muestras.

Maduracién . . Lote de queso
Variable seleccionada Recuento Total
(semanas) S PD2 PD1+MD
6-8 FFT7s (Hz) n 12 12 17 41
AT 50 Clases calculadas
Ratio de Poisson (V) Clase® 11 12 15 37
Moédulo de volumen (k) %2 91,7 100,0 88,2 92,7
Clases predichas
clase 10 12 15 37
% 83,3 100,0 88,2 90,2
8-10 VT (m/s) n 8 8 9 25
AT 40 Clases calculadas
Mddulo de Young (E) clase 8 8 8 24
Ratio de Poisson (V) % 100,0 100,0 88,9 96,0
Clases predichas
clase 8 8 8 24
% 100,0 100,0 88,9 96,0

INUmero de casos correctamente clasificados.
Zporcentaje de casos correctamente clasificados.

Estos resultados dejan patente la utilidad de los pardmetros de ultrasonido para el
control de calidad del queso de pasta blanda como la “Torta del Casar” durante su
maduracién, confirmando la alta correlacidn entre varios parametros de los ultrasonidos y
las propiedades fisicoquimicas y texturales del producto final de queso. Estos a su vez,
permiten la discriminacion de quesos defectuosos durante la maduracién validando la
capacidad de la inspeccidn ultrasdnica para el control no destructivo y on-line del proceso de
elaboracion del queso blando. Durante los intervalos de 6 a 8 y 8 a 10 semanas de
maduracién, las muestras de queso incluidas en los lotes de PD1 y DM diferian del control en
los valores de atenuacion (principalmente para AT 40 y AT 50). Por el contrario, la
discriminacidn de los quesos con el defecto PD2 (presion excesiva o defectos de textura) se
basd principalmente en diferentes valores de algunos pardmetros de ultrasonido

relacionados con la velocidad, como v, k, E y VT.
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Figura 5.3. Muestras de queso agrupadas en lotes S, PD2 y PD1+DM y cargas de las variables
proyectadas en planos definidos por los factores discriminantes (DF) DF1 y DF2 para muestras a las

semanas 6-8 y 8—-10 de maduracién.
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6. CAPITULO llI: Los ultrasonidos como herramienta para el control de
calidad de los quesos de pasta blanda de leche cruda de oveja

6.1. Diseio experimental

Para llevar a cabo este capitulo se muestrearon quesos de pasta blanda de leche cruda
de oveja (DOP Torta del Casar y DOP Queso de la Serena) de aproximadamente 700 gr y de
dimensiones de 11 cm (didmetro) y 5,5 cm (altura) al final del proceso de maduracion (60
dias). Se obtuvieron de seis queserias diferentes, tres de la DOP “Torta del Casar”. (Lote
Casar) y tres de la DOP “Queso de La Serena” (Lote Serena), en dos estaciones del afio
distintas, invierno y primavera. Se recogieron al azar seis quesos por industria en cada
estacion y se transportaron refrigerados (<5 °C) a las instalaciones de la Escuela Politécnica
de la Universidad de Extremadura (UEX; Caceres) para su inspeccién ultrasoénica.
Posteriormente, las muestras fueron transportadas a la Escuela de Ingenierias Agrarias de la
UEX (Badajoz) para todas las demas determinaciones. Todas las muestras de queso se
almacenaron en condiciones de refrigeracion (<5 °C) hasta su procesado y analisis en menos
de 72 h.

Cada determinacion se realizd por duplicado para cada muestra de queso (n=72),
distribuyéndose las muestras en funcién de su procedencia, segin se muestra en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Numero de muestras totales para la inspecciéon por ultrasonidos, analisis fisicoquimicos y

microbioldgicos en el producto final.

DOP
Torta del Casar Queso de La Serena

Tipo de Queso

Queserias
Dofia Francisca 12 -
Los Castuos 12 -
Los Casarefios 12 -
Arteserena - 12
Coop. Ganadera de Castuera - 12
Garcia Risco - 12

Estaciones del afio

Primavera 18 18
Invierno 18 18
Total muestras! 36 36

Hnspeccidn ultrasénica realizada con los dos transductores.
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6.2. Analisis estadistico de datos

Se calcularon los estadisticos descriptivos de las determinaciones ultrasdnicas,
microbianas, fisicoquimicas, texturales y sensoriales estudiando las diferencias entre las
muestras de las dos DOPs mediante andlisis de varianza de una via (ANOVA). La relacidn
entre los pardmetros ultrasdnicos y los datos microbianos, fisicoquimicos, de textura y
sensoriales de las muestras de queso se evalué mediante los coeficientes de correlacion de
Pearson (r) y el analisis de componentes principales (PCA). Finalmente, se aplicé un analisis
de regresion lineal multivariante (MLR) a los datos utilizando un modelo de regresién paso
a paso para explorar la capacidad de los parametros ultrasdnicos para predecir las variables
estudiadas en los quesos.

6.3. Parametros de ultrasonidos

Los resultados obtenidos para los parametros de ultrasonido determinados en los lotes
de queso se presentan en la Tabla 6.2. La velocidad longitudinal ultrasénica (UPV.) mostré
valores medios de 1.571 y 1.611 m/s para los transductores V150-RB y V151-RB,
respectivamente. Este pardmetro ultrasénico es la medida mas fiable y simple para la
evaluacion de las propiedades de los alimentos, incluidos los diferentes tipos de queso
(Benedito et al., 1998; Gallo et al., 2018).
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Tabla 6.2. Estadisticos descriptivos de los parametros de ultrasonido medidos con dos transductores diferentes en los quesos estudiados.

Transductor V150-RB

Transductor V151-RB

Parametros Media DE!? %DER? Min3 Max3 Media DE %DER Min Max
Parametros relacionados

con la velocidad

UPVL (m/s) 1,571 95 6,06 1,101 1,731 1,611 65 4,02 1,316 1.703
UPVs (m/s) 789 74 9,39 561 940 834 74 8,88 574 1.018
UPVs/UPVL (m/s) 0,502 0,032 6,36 0,430 0,610 0,518 0,039 7,61 0,420 0,610
Mddulo de Young (E) 1,63E+09 3,09E+08 19,00 7,82E+08 2,36E+09 1,79E+09 3,09E+08 17,27 8,96E+08 2,54E+09
Coeficiente de Poisson (v) 0,330 0,030 9,22 0,200 0,390 0,313 0,041 12,98 0,200 0,390
Mddulo volumétrico (k) 1,60E+09 2,35E+08 14,67 6,60E+08 2,03E+09 1,63E+09 2,18E+08 13,41 1,00E+09 1,97E+09
Mddulo de corte (u) 6,14E+08 1,27E+08 20,71 3,00E+08 9,17E+08 6,84E+08 1,34E+08 19,62 3,22E+08 1,06E+09
Constante de Lamé (A) 1,19e+09 2,13E+08 17,85 4,60E+08 1,67E+09 1,17E+09 2,32E+08 19,80 5,10E+08 1,57E+09
Frequencias

HAF* (Hz) 274.666 46.009 16,75 125.219 420.787 341.683 137.617 40,28 164.703 604.222
FFT2s (Hz) 247.145 33.041 13,37 160.815 321.881 288.721 78.570 27,21 164.866 486.103
FFTso (Hz) 283.882 27.224 9,59  226.368 357.645 388.151 94.559 24,36 224.336 580.465
FFT7s (Hz) 323.080 27.019 8,36  251.319 420.787 500.362 83.706 16,73 290.768 691.910
FFTos (Hz) 514.269 60.324 11,73 380.305 630.755 754.806 64.038 8,48 603.658 913.680
Atenuaciones

AT 10 1,41 0,31 21,91 1,06 2,19 1,29 0,23 17,97 1,04 2,14

AT 20 1,58 0,41 25,88 1,07 2,77 1,43 0,33 23,03 1,05 2,50

AT 30 1,74 0,48 27,89 1,10 3,07 1,56 0,40 25,59 1,05 2,79

AT 40 1,88 0,55 29,26 1,11 3,21 1,70 0,48 28,48 1,07 3,11

AT 50 2,06 0,62 30,20 1,12 3,36 1,87 0,56 30,13 1,08 3,37

AT 60 2,27 0,71 31,24 1,16 3,76 2,09 0,64 30,74 1,11 3,75

AT 70 2,56 0,86 33,48 1,19 4,28 2,36 0,76 32,17 1,14 4,24

AT 80 2,88 0,98 34,06 1,24 4,88 2,78 0,93 33,36 1,21 5,30

AT 90 3,64 1,21 33,12 1,30 6,14 3,51 1,12 31,90 1,51 6,59

IDE: Desviacion estandar.

29%DER: Desviacion estandar relativa expresada como porcentaje.
3Min (minimo); Max (maximo).

*HAF: Frecuencia de mayor amplitud
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En general, los valores obtenidos en este estudio coincidieron en gran medida con los
encontrados en otros trabajos para el queso de pasta blanda “Torta del Casar” (Crespo et al.,
2020), pero fueron inferiores a los observados para el queso de textura firme. Para el queso
manchego, los valores medios de la velocidad ultrasénica oscilaron entre 1,622 y 1,679 m/s
a 8 °C, muy similares a los encontrados para el queso Cheddar madurado a 12 °C (1,677 m s’
1) con transductores de 1 MHz y una cerdmica piezo eléctrica de 1,9 cm de didmetro
(Benedito et al., 2000a, 2006). En el caso del queso de Mahdn se observé una relacién lineal
entre la velocidad ultrasdnica en el queso y el tiempo de maduracién, atribuida a cambios en
los parametros texturales durante la maduracion (Benedito et al., 2000b). También se
determinaron la velocidad ultrasdnica transversal (UPVs) y la relacion de velocidades (UPV;s
/ UPV,), y se calcularon las constantes elasticas a partir de las mediciones de la velocidad
ultrasénica. De estos parametros, la UPV, mostré la desviacion estandar relativa mas baja
(DER; 4,02-6,06%), mientras que la constante de Lamé (A) y el mdédulo de corte (W)
presentaron los coeficientes de variacién mas altos (17,85% - 19,80% y 19,62% - 20,71 %,
respectivamente). En general, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Crespo et
al. (2020) para “Torta del Casar” durante la maduracién, donde el nivel de dispersién de los
pardmetros estd relacionado con la mayor velocidad obtenida con el transductor V150-RB
que con el transductor V151-RB. Estos autores también observaron que los valores de % DER
de las medidas de frecuencia fueron mayores para el transductor V151-RB que para el
transductor V150-RB, principalmente para la frecuencia de mayor amplitud, mostrando el
40,28% de la variabilidad en este estudio. En este sentido, también cabe sefalar que para
todos los parametros de frecuencia (FFT2s, FFTso, FFT75 y FFTog), los valores obtenidos con el
transductor V151-RB fueron claramente superiores a los obtenidos con el V150-RB,
precisamente por la menor frecuencia de este ultimo. En cuanto a los pardmetros
relacionados con la atenuacion, se observaron valores ligeramente superiores en los
obtenidos con los transductores V150-RB, lo cual es ldgico en el sentido de que valores mas
altos de estos parametros de atenuacién son indicativos de una menor atenuacion de las
ondas ultrasdnicas (Crespo et al., 2020), que obviamente debe ocurrir con las ondas emitidas
por el transductor de menor frecuencia, en nuestro estudio, el V150-RB. Ademas, los datos
de dispersion variaron del 17,97% (AT 10 para el transductor V151-RB) al 34,06% (AT 80 para
el transductor V150-RB). La alta variabilidad encontrada para algunos parametros de
ultrasonido puede estar relacionada con la variabilidad del conjunto de datos en los

pardmetros fisicoquimicos y de textura asociados con la calidad sensorial del queso.

6.4. Parametros microbiologicos, fisicoquimicos y de textura
6.4.1. Andlisis microbioldgicos

Los recuentos de BAM y BALM fueron superiores a 8 log ufc/g en ambos lotes,
mostrando valores medios ligeramente superiores de recuentos de BALM (p = 0,067) en el
lote de Serena que en el lote de Casar (Tabla 6.3). Se han descrito que las BALM son los grupos
microbianos predominantes durante la maduracion de los quesos de leche de oveja de pasta
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blanda coagulados con coagulantes vegetales, como los quesos “Serra da Estrela”, “Serpa”,
“Queso de La Serena” y “Torta del Casar” (Fernandez Del Pozo et al., 1988a; Tavaria &
Malcata, 1998; Ordiales et al., 2013a, b; Gongalves et al.,, 2018), en las que alcanzan
comUnmente recuentos viables de 8 log ufc/g en el producto final. El resto de los grupos
bacterianos estudiados oscilaron entre 4,9 log ufc/g'de CGPCP en el lote de Serenay 6,4 log
ufc/g de enterococos en el lote de Casar. Este Gltimo grupo microbiano presenté (p <0,1)
recuentos mas altos para el lote Casar, mientras que BALT, CGPCP y las enterobacterias no
presentaron diferencias significativas. Estas poblaciones microbianas son comunes en los
quesos elaborados con leche cruda (Freitas & Malcata, 2000). Las enterobacterias mostraron
mayor variabilidad en el lote Casar con un valor de % DER de 28.5%, en contraste con BMA'y
BALM con valores de % DER menores al 5% para ambos lotes estudiados.

En cuanto a los recuentos de mohos y levaduras, los valores medios de los recuentos
de levaduras fueron superiores a 3 log ufc/g en concordancia con los resultados reportados
en otros trabajos (Ordiales et al. 20134, b), con valores medios mayores (p = 0,068) en el lote
de La Serena. En el caso de los mohos, los recuentos encontrados en la pasta de los quesos
no fueron relevantes (Tabla 6.3).

6.4.2. Parametros fisicoquimicos

Los valores de los parametros fisicoquimicos para los lotes de queso se muestran en la
Tabla 6.3. No hubo diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05) en los valores de
humedad, proteina bruta, grasay sal (calculada a partir de la concentracidn de cloruro) entre
los quesos de las dos DOPs estudiadas, con rangos de 45,8%—46,7%, 21,1%—21,4%, 29,1%—
29,4% vy 2,1%—-2,3%, respectivamente. En general, estos resultados fueron similares a los
reportados para otros quesos blandos, entre ellos la “Torta del Casar” (Ordiales et al., 2014;
Roa et al., 1999; Sanjuan et al., 2002). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas
para los valores de pH entre los lotes, probablemente debido a la actividad metabdlica de
BALM en este tipo de queso durante la maduracion. De hecho, el valor de pH mas bajo en el
lote de Serena puede estar asociado con el mayor recuento de BALM encontrado en este
lote. La concentracion de sal y la acidez mostraron la mayor variabilidad en los pardmetros
fisicoquimicos, con rangos de DER de 33,4%-43,6% y 39,6%-39,8%, respectivamente. Por el

contrario, el pH y la proteina total presentaron valores de DER iguales o menores al 5%.
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Tabla 6.3. Parametros microbianos, fisicoquimicos y de textura de los quesos estudiados.

Torta del Casar Queso de La Serena P
Media DE %DER Max Min Media DE %DER Max Min Vvalores

Parametros?

Pardmetros microbioldgicos (log ufc/g™)?

BAM 8,6 04 45 9,0 8,0 8,8 02 22 91 86 0,334
BALM 8,3 04 4,7 87 78 8,7 02 28 89 84 0,067
BALT 6,1 0,8 13,1 6,8 4,7 5,6 1,4 242 74 4,0 0,505
CGPCP 5,1 05 99 56 44 4,9 1,1 236 64 3,5 0,661
Enterococci 6,4 0,9 13,7 6,9 4,7 5,6 0,7 124 65 49 0,090

Enterobacteriaceae 5,8 1,6 28,5 7,6 3,6 5,9 1,0 16,5 7,0 4,7 0,842
Coliformes totales 5,5 19 341 74 30 5,6 1,0 174 6,7 45 0,826
Levaduras 3,3 0,7 199 41 26 4,0 04 10,7 43 3,1 0,068
Mohos 0,06 0,14 245 0,33 0,00 0,07 0,16 245 0,40 0,00 0,901

Pardametros fisico-quimicos

Humedad (%) 46,7 3,5 7,6 50,4 40,3 458 2,1 4,6 49,3 43,6 0,627
Proteina bruta (%) 21,4 09 4,3 22,5 20,2 21,1 08 39 22,6 20,4 0,509
Proteinab.ES?(%) 40,4 2,5 6,2 42,9 37,3 39,0 20 5,1 42,2 37,1 0,323

Grasa (%) 294 29 99 32,8 25,6 29,1 3,2 109 33,8 25,3 0,860
Grasa ES (%) 55,1 4,2 7,6 58,8 47,8 536 4,4 83 60,2 47,2 0,550
Sal (%) 2,3 1,0 436 44 15 2,1 0,7 334 35 1,5 0,715
pH 5,8 03 5,0 6,1 54 54 0,2 3,7 56 51 0,025

Acidez (mgKOHg?') 12,8 51 396 18,1 5,6 8,1 32 398 12,1 3,2 0,088
Andlisis de compresion (TCA)

Firmeza (g) 3796 3120 82,2 9986 1670 3412 2209 65 7349 1121 0,811
Pegajosidad (g) -39,8 39,4 -990 -4,8 -113 -28,7 25,6 -89,5 -3,7 -59,0 0,574

Andlisis de untuosidad (TSA)

Firmeza (g) 723 635 87,8 1593 73 805,8 317,3 39,4 1288 363 0,782
T. de cizalla (gs) 0,028 0,023 81,7 0,070 0,008 0,022 0,011 52,0 0,041 0,008 0,549
Pegajosidad (g) -449 395 -87,9 -50 -987 -606 318 -53 -193 -995 0,467

T.de adhesion (g's) -166 108 -65,0 -56 -320 -230 112 -49 -72  -383 0,337

IDE: Deviacién estandar; %DER desviacién estandar relativa.

2ES: Extracto seco.

3BAM: Bacterias aerobias mesdfilas; BALM: Bacterias acido lacticas mesdfilas; BALT: Bacterias acido lacticas
termofilas; CGPCP: cocos Gram-positivos catalase positivos.
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6.4.3. Andlisis de textura

La Tabla 6.3 también muestra las estadisticas descriptivas de los pardmetros de TCA y
TSA en los dos lotes. Para el TCA, los valores medios de firmeza y pegajosidad variaron de
3412 a 3796 gy de -39,8 a -28,7 g, respectivamente. La ausencia de diferencias significativas
(p> 0,05) entre los dos tipos de quesos se debid principalmente a la gran variabilidad intra-
lote encontrada en estos parametros (% DER superior a 65%). Los valores medios de los
pardmetros de TCA son similares a los observados para otros quesos coagulados con cardo
caracterizados por una protedlisis extensa (Crespo et al., 2020). De igual forma, los resultados
para los parametros TSA no mostraron diferencias entre los lotes estudiados, y los rangos
de valores observados fueron comparables a los reportados previamente para este tipo de
queso (Delgado et al., 2010a). Nuevamente, |la heterogeneidad intra-lote fue obvia, con una
variabilidad de los pardmetros de TSA claramente mayor para la Torta de Casar con valores
de % DER superiores al 65%, mientras que para los Queso de La Serena de pasta blanda los
valores alcanzados fueron inferiores al 52%. Esto pone de relieve la necesidad de una
evaluacion no destructiva de estos parametros esenciales para la calidad de este tipo de
queso.

6.5. Analisis sensorial

Los resultados para los atributos descriptivos sensoriales de los quesos y su
correlacién con la aceptacion general se muestran en la Tabla 6.4. En cuanto a la variabilidad,
los descriptores mostraron valores de % DER similares para ambos lotes estudiados excepto
para los descriptores de aceptacion, que mostraron una mayor dispersidon en los Quesos de
La Serena (datos no mostrados). Los valores de los atributos aspecto corteza, amargo,
picante, intensidad y persistencia fueron mayores para las Tortas del Casar. A excepcién del
descriptor "amargo", todos ellos se correlacionaron con la aceptacion general junto con la
cremosidad. La relacién entre cremosidad y aceptacion general en el analisis sensorial se ha
descrito ampliamente para quesos de pasta blanda, asociandose no solo con la actividad
proteolitica del coagulante vegetal sino también con la poblacidon microbiana (Guiné et al.,
2016; Tavaria & Malcata 2003b). Una alta actividad enzimatica en este tipo de quesos
también se ha relacionado con descriptores como amargo, picante, intensidad y persistencia
(Ordiales et al., 2014). Sin embargo, con respecto al descriptor firmeza, las diferencias
encontradas entre ambos lotes no fueron significativas (p <0.05), y su variabilidad en este
estudio (% DER 12.4-15.2) no se correlaciond significativamente con la aceptacién general.
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Table 6.4.- Atributos sensoriales descriptivos de los quesos y su correlacion con la aceptacion general.

. . Torta del Casar Queso de la Serena 5 Acep.Gen. 3

Atributos sensoriales P value
Media DE! %DER Max Min Media DE  %DER Max Min Coef Sig.

Apariencia (corteza) 7,63 0,49 6,5 82 7,0 534 1,84 34,4 8,0 3,2 0,014 0,612  **
Apariencia (pasta) 4,43 0,60 13,4 52 3,7 4,00 0,98 24,5 56 2,6 0,378 0,214
Firmeza 4,20 0,52 12,4 51 3,6 4,15 0,63 15,2 51 3,3 0,899 -0,371
Cremosidad 6,34 0,51 8,0 6,8 5,5 6,17 0,83 13,4 7,3 5,0 0,660 0,561 *
Salado 541 0,45 8,3 6,2 5,0 491 044 91 55 4,4 0,078 0,568 *
Amargo 4,27 0,45 10,6 49 3,7 3,61 0,36 10,0 40 3,0 0,019 0,485
Picante 3,81 0,54 14,2 46 3,2 3,00 0,37 12,4 33 23 0,013 0,552 *
Acido 4,70 0,45 9,5 54 42 4,36 0,55 12,6 52 3,7 0,278 0,338
Astringente 3,99 0,44 11,2 48 3,7 3,52 0,30 84 3,9 3,2 0,058 0,445
Rancio 2,50 0,37 15,0 28 19 2,17 0,32 14,6 2,7 19 0,129 0,203
Intensidad 6,63 0,40 6,0 73 61 593 0,40 6,8 6,4 5,2 0,013 0,612  **
Persistencia 6,37 045 7,1 6,9 5,6 575 0,48 8,3 6,1 4,8 0,043 0,509 *

IDE: Deviacion estandar; %DER desviacion estandar relativa.

2Fuente en negrita indica diferencias significativas (p < 0.05) entre lotes.

3Acep. Gen.: Aceptacion general; Coef: Coeficiente de correlacidn de Pearson para cada atributo sensorial descriptivo; Sig: significancia
(prueba de dos colas); *: Sig <0.05; **: Sig <0.01.
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6.6. Relacion de parametros microbianos, fisicoquimicos, texturales y sensoriales

con parametros de ultrasonidos

Las correlaciones de los pardmetros de ultrasonido obtenidos usando ambos
transductores (V150-RB y V151-RB) con pardmetros microbioldgicos, fisicoquimicos,
texturales y sensoriales evidenciaron que el transductor V150-RB mostré un mejor
comportamiento que el transductor V151-RB (Tabla 6.5). Por lo tanto, los pardmetros
ultrasdnicos obtenidos con el transductor V150-RB se utilizaron para el andlisis de
componentes principales (PCA) (Figura 6.1, 6.2).

Table.6.5. Correlaciones significativas (sig <0.05) entre parametros microbianos, fisicoquimicos,

texturales y sensoriales de quesos de pasta blanda con los parametros de ultrasonidos obtenidos

con los transductores estudiados.

Capitulo 1l

Parametros ultrasdnicos

Transductor V150-RB

Transductor V151-RB

Micr.? Fis?. Text®  Sens® Micr.t Fis?. Text®  Sens®

Parametros relacionados con la velocidad
UPVL (m/s) -1,-12 2 -1
UPVs (m/s) -1 -3°
UPVs/UPVL -3 8 4
Maddulo de Young's (E) -1,-12 -3
Coeficiente de Poisson (v) 3 1,-8 -4
Maddulo volumétrico(k) -2,-12
Maddulo de corte (u) -1,-12 -3
Constante de Lamé’s (A) -12
Frecuencias

6,7,11,
HAF (Hz) 6 12 9
FFT2s (Hz) -8,5 6,7,9,13
FFTso (Hz) -8 1 8
FFT7s (Hz) -8 1 8

57,8,
FFTes (Hz) 13
Atenuaciones
AT 10 -1 -4 -1,3
AT 20 -1 -4 -1,3
AT 30 -1 -4 -1,3
AT 40 -1 -4 -1,3
AT 50 -4 -1,3
AT 60 -4 -1
AT 70 -4 -1
AT 80 -4 -1
AT 90 -1 -4 -1 -1

1Pardmetros microbianos: BAM (1), BALM (2), BALT (3), CGPCP (4), Enterococos (5), Enterobacteriaceae (6),

Coliformes totales (7), Levaduras (8), Mohos (9).

2parametros fisicoquimicos: Humedad (1), Proteina bruta (2), Proteina bruta ES (3), Grasa (4), Grasa ES (5), Sal

(6), pH (7), Acidez (8).

3Parametros de textura: TCA: Firmeza (1), Pegajosidad (2); TSA: Firmeza (3), Trabajo de cizallamiento (4),
Pegajosidad (5), Trabajo de adherencia (6).
4Andlisis sensorial: Aspecto (corteza) (1), Aspecto (pasta) (2), Firmeza (3), Cremosidad (4), Salado (5), Amargo
(6), Picante (7), Acido (8), Astringente (9), Rancio (10), Intensidad (11), Persistencia (12), Aceptacién general

(13).

5 Fuente en negrita: valor Sig <0.01.



El PCA de los parametros microbianos, flsicoquimicos, texturales, sensoriales y
ultrasénicos mostré grandes diferencias entre las muestras de queso fabricadas en
diferentes DOPs, permitiendo su discriminacion en base al PC1 y PC2 (Figura 6.1). PC1
representd el 29,84% de la variabilidad del modelo y fue definido principalmente por la
atenuacidn en el eje positivo y la mayoria de los parametros relacionados con la velocidad a
lo largo del eje negativo; sin embargo, también se definié por varios parametros sensoriales
y, en menor medida, por recuentos microbianos (BALM y BAM) (Figura 6.1A).
Concretamente, los descriptores firmeza (Fir_s) y persistencia (Per) mostraron la correlacion
negativa mas significativa con k (R = 0,671 y 0,689, respectivamente), mientras que para
apariencia de corteza (Vis_c), el valor absoluto mds alto del coeficiente de correlacién fue
con u(R=0,734) y E (R=0,715). La “firmeza”, “rigidez” y “dureza” pueden relacionarse con
K, Ly E, respectivamente (Ludger & Teixeira, 2007). El mddulo de cizalla (u) se refiere a la
deformacién del queso cuando se aplica una fuerza paralela a su superficie; por lo tanto, los
guesos con una corteza rigida y bien formada tendrian valores mds bajos para este parametro

ultrasoénico.

El PC2 y PC3 explicaron el 19,13% y el 16,60% de la varianza, respectivamente (Figura
6.2), pudiendo observar una cierta distribucién de muestras seguin la temporada (Figura
6.2B). PC2 se definid por los parametros de textura TSA (pegajosidad y trabajo de adhesidn
por el eje positivo; firmeza por el eje negativo), indice de acidez grasa, pH, descriptores
sensoriales (rancio, astringente, picante y amargo) y en menor medida por ciertos grupos
microbianos (CGPCP y enterobacterias) (Figura 6.2A). La contribucion de estos grupos
microbianos a la lipdlisis y protedlisis puede explicar su relacidon con los pardmetros antes
mencionados. Se ha descrito la relacidon entre la actividad textural y proteolitica para este
tipo de queso, observandose que la degradacidn de la matriz de caseina disminuye la dureza
y consistencia de la “Torta del Casar” y aumenta su adhesividad durante la maduracién
(Delgado et al., 2010a). Los valores altos de pH en “Torta del Casar” se han asociado con el
efecto tamponador que ejercen los productos de la hidrélisis de proteinas (Ordiales et al.,
2014), que también contribuyen a la acumulacion de péptidos amargos en el queso
(Broadbent et al., 1998). Ademas, la actividad lipolitica en el queso conlleva la liberacion
acidos grasos, algunos de ellos asociados con descriptores de picante y rancidez (Salles et al.,
2002). Varios parametros sensoriales, incluidos algunos de los mencionados anteriormente,
presentaron los coeficientes de correlacion mas altos (R > 0,683) con el pardmetro de
frecuencia FFT99 y HAF, como son los descriptores salado, picante, indice de acidez de la
grasa, intensidad y aceptacion general (Figura 6.2A). Por lo tanto, los cambios estructurales
en los quesos asociados con una mayor actividad proteolitica y lipolitica podrian explicar
estas correlaciones. Con respecto a PC3, este fue definido por otros pardametros de
frecuencia (FFT25, FFT50 y FFT75) y UPVS / UPVL en el eje positivo y principalmente por v en
el eje negativo (Figura 6.2A). Este ultimo pardmetro de ultrasonido mostré los valores
positivos mas altos para el coeficiente de correlacion (R = 0,639) con la proteina total ES,

mientras que FFT75 presentd una correlacion significativa (R = 0,604) para la firmeza del
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pardmetro de textura TCA. Este resultado sugiere que las muestras mas rigidas favorecerian
la transmisidon de ondas ultrasénicas de mayor frecuencia. El resto de los pardmetros
fisicoquimicos no se asociaron claramente a ningin PC, y su variabilidad explicada se

distribuyd entre los tres PC estudiados.
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Figura 6.1. Graficas de carga (A) y de puntuacion (B) en los planos definidos por los dos primeros
componentes principales (PC1y PC2) del ACP de los atributos de calidad y parametros de ultrasonido
de los quesos de cuerpo blando “Torta del Casar” y “Queso de la Serena”. Parametros microbianos
(e): BAM; BALT; BALM; CGPCP; Enterococos (Ec); Enterobacteriaceae (En); Levaduras (Lev).
Parametros fisicoquimicos (®): Humedad (H); Proteina bruta (PB); Proteina brutaen ES (PBES); Grasa
(GT); Grasa en ES (GTES); Sal (S) y Acidez (Ac). Parametros reolégicos (¢): TSA Firmeza (Fir_1); TSA
Trabajo de cizallamiento (Ciz); Pegajosidad TSA (Peg); TSA Trabajo de adhesion (Ad); Firmeza del
TCA (Fir_2) y Pegajosidad del TCA (Peg). Parametros sensoriales (®): Apariencia externa (Vis_c);
Apariencia interna (Vis_p); Firmeza (Fir_s); Cremosidad (Cr); Salado (S); Amargo (Am); Picante (Pic);
Acido (Ac); Astringente (Ast); Rancio (R); Intensidad (Int); Persistencia (Per) y Aceptacién General
(VG). “Torta del Casar” (A ); “Queso de la Serena” ( A); temporada de invierno (_1); temporada de

primavera (_2).
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Figura 6.2. Graficas de carga (A) y de puntuacién (B) en los planos definido por los componentes
principales 2 y 3 (PC2 y PC3) del ACP de los atributos de calidad y parametros de ultrasonido de los
quesos de pasta blando “Torta del Casar” y “Queso de La Serena”. Parametros microbianos (e):
BAM; BALT; BALM; CGPCP; Enterococos (Ec); Enterobacteriaceae (En); Levaduras (Lev). Parametros
fisicoquimicos (®): Humedad (H); Proteina bruta (PB); Proteina bruta en ES (PBES); Grasa (GT); Grasa
en ES (GTES); Sal (S) y Acidez (Ac). Parametros reoldgicos (#): TSA Firmeza (Fir_1); TSA Trabajo de
cizallamiento (Ciz); Pegajosidad TSA (Peg); TSA Trabajo de adhesion (Ad); Firmeza del TCA (Fir_2) y
Pegajosidad del TCA (Peg 2). Parametros sensoriales (®): Apariencia externa (Vis_c); Apariencia
interna (Vis_p); Firmeza (Fir_s); Cremosidad (Cr); Salado (S); Amargo (Am); Picante (Pic); Acido (Ac);
Astringente (Ast); Rancio (R); Intensidad (Int); Persistencia (Per) y Aceptacidon General (VG). "Torta
del Casar” (A); “Queso de La Serena” ( A); temporada de invierno (_1); temporada de primavera
(_2).
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Para predecir el comportamiento de los parametros microbianos, fisicoquimicos,
texturales y sensoriales de los quesos mediante los parametros ultrasénicos como variables
predictoras, se utilizé el método de regresion lineal multiple (RLM) (Tabla 6.6). Los modelos
predictivos para el parametro firmeza (TCA) y del descriptor sensorial “intensidad”
mostraron los coeficientes de correlacién mas altos (r = 0,928 y 0,918, respectivamente), lo
que indica que el 80,9%y el 78,5% de la variacidn en estas variables relevantes para la calidad
de los quesos podria predecirse a partir de varios parametros ultrasénicos secundarios, segun
el coeficiente de determinacién ajustado (adj-R?) de los modelos RLM (Tabla 6.6). Las
variables explicativas para predecir el resultado de firmeza del TCA fueron FFTzs, FFTegy AT60,
mientras que en el caso del descriptor sensorial intensidad fueron HAF, V. y FFTss, no
mostrando colinealidad entre variables para ambos modelos (FIV<10). Este Ultimo pardmetro
de ultrasonido también proporcionoé el modelo de regresion lineal simple mejor ajustado a
los valores de aceptacion general. En base a los modelos de regresion obtenidos, la relacion
entre los parametros de ultrasonido y la firmeza del TCA, la intensidad del descriptor
sensorial y la aceptacion general se muestra en la Figura 6.3. Por tanto, teniendo en cuenta
estos resultados, el papel de pardmetros de ultrasonido hasta ahora secundarios en el control
de calidad del queso, como FFT y atenuacién, deben ser considerados. Los valores de
atenuacidn ya demostraron ser una herramienta util para discriminar quesos blandos con
diferentes defectos (Crespo et al, 2020), mientras que los parametros vinculados a la FFT y
atenuacidon mostraron la mayor significacién en sus correlaciones lineales con pardmetros de

textura para lomo de cerdo cocinado (Gonzdlez-Mohino et al., 2021).
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Tabla 6.6. Indicadores estadisticos, coeficientes de los modelos RLM y su significacion para los modelos RLM desarrollados para el parametro firmeza TCA y el atributo

sensorial “intensidad” utilizando la técnica de regresion escalonada.

Variables respuesta

Firmeza (TCA) Atributo sensorial “Intensidad”
Resumen del modelo
R 0,928 0,918
R-cuadrado 0,861 0,843
R-cu. (adj)? 0,809 0,785
Std error 1130 0,24
ANOVA
Valores F 16,5 14,4
Valores P 0,001 0,001
Coeficientes Variables explicativas Variables explicativas
Termino (Intercepto) Fis Fag AT 60 (Intercepto) HAF VL Fag
Coef NE.?
B -30198 0,18 -0,04 -1584 7,550 3,7E-06  -3,0E-03  4,3E-06
Std. Error 6452 0,029 0,012 639 2,476 7,7E-07  1,2E-03 1,8E-06
Coef S.2
Beta 1,200 -0,686  -0,373 0,707 -0,363 0,361
t-value -4,681 6,26 -3,283  -2,479 3,049 5,035 -2,380 2,369
P value 0,002 0,000 0,011 0,038 0,016 0,001 0,045 0,045
FIv4 2,115 2,519 1,300 1,008 1,190 1,185

! R-cu (adj): R-cuadrado ajustada

2 Coef. NE.: Coeficientes no estandarizados.
3 Coef. ES.: Coeficientes estandarizados

4 FIV: Factor de inflacién de la varianza.
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Figura 6.3. Comparacion entre los valores del atributo sensorial “intensidad” (A) y la firmeza (TCA)
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para la regresion lineal simple (RLS).
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En resumen, en este estudio queda patente la utilidad de los pardmetros de
ultrasonidos en el control de calidad de quesos de pasta blanda, confirmando la alta
correlacién entre varios parametros de ultrasonidos y cambios en las propiedades
fisicoquimicas, texturales y sensoriales de este producto, que estdn parcialmente asociados
con la actividad microbiana. Hasta la fecha, en quesos de pasta blanda, como “Torta del
Casar” y “Queso de La Serena”, este es el primer estudio de literatura que reporta el potencial
predictivo de varios pardmetros ultrasdnicos secundarios para atributos de calidad
relevantes de quesos y, a su vez, validar la capacidad en linea del ultrasonido para la
evaluacion no destructiva de la calidad del queso blando a nivel industrial.
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA. La utilidad de los ultrasonidos en el control del proceso de cuajado de la leche
cruda en la elaboracién de quesos de pasta blanda con coagulante vegetal queda evidenciada
en este estudio, observdndose cambios en los pardmetros de ultrasonidos asociados a los
cambios correspondientes a las fases del cuajado. Ello permitié estimar el tiempo de corte
de la cuajada en funcidn del tiempo de cuajado.

SEGUNDA. Pardmetros secundarios de ultrasonidos como es el caso de los componentes de
frecuencia, no empleados usualmente en el control de calidad de los alimentos, han
demostrado ser considerablemente Utiles en la estimacién de parametros fisicoquimicos tan
relevantes como el contenido de proteinas, tanto en la leche cruda como en la cuajada.

TERCERA. El estudio ultrasdnico de los quesos, tanto durante su maduracién como en
producto final, pone de manifiesto el mejor desempefio de transductores de onda transversal
con frecuencias de resonancia préximas a 250 kHz que aquellos otros a 500 kHz, para su uso
en el control de calidad del queso de pasta blanda.

CUARTA. La utilidad de los pardmetros de ultrasonidos en el control de calidad de quesos
blandos durante el proceso de maduracidn y en producto final queda patente en la alta
correlacién entre varios pardmetros de ultrasonidos y cambios en las propiedades
fisicoquimicas, texturales y sensoriales de este producto. Ello permitid el desarrollo de
modelos discriminantes para la deteccion precoz de defectos durante la maduraciéon de los
quesos y modelos predictivos para el control de calidad del producto final.

QUINTA. Valores de atenuacion de los ultrasonidos (principalmente para AT 40 y AT 50) y
pardmetros de ultrasonido relacionados con la velocidad, como v, k, E y V1 han sido clave
para el desarrollo de modelos discriminantes que permiten la diferenciacién de quesos con
texturas defectuosas durante la maduracién, validando asi la capacidad de los ultrasonidos
para el control no destructivo y en linea del proceso de elaboracidn del queso de pasta
blanda.

SEXTA. El uso de varios parametros ultrasénicos secundarios permitid el desarrollo de
modelos de regresion lineal multiple (RLM) para la prediccién de atributos de calidad
relevantes de quesos, tanto reoldgicos como sensoriales y, a su vez, validar la capacidad de
los ultrasonidos para la evaluacién no destructiva de la calidad del queso de pasta blanda a
nivel industrial.
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Ultrasound evaluation permits the state of milk being curdled to be determined quickly and cheaply, thus
satisfying the demands faced by today’s dairy product producers. This paper describes the non-invasive
ultrasonic method of in situ monitoring the changing physical properties of milk during the renneting
process. The basic objectives of the study were, on the one hand, to confirm the usefulness of conven-
tional non-destructive ultrasonic testing (time-of-flight and attenuation of the ultrasound waves) in
monitoring the process in the case of ewe’s milk, and, on the other, to include other ultrasound param-
eters which have not previously been considered in studies on this topic, in particular, parameters pro-
vided by the Fast Fourier Transform technique. The experimental study was carried out in a dairy
industry environment on four 52-1 samples of raw milk in which were immersed 500 kHz ultrasound
transducers. Other physicochemical parameters of the raw milk (pH, dry matter, protein, Gerber fat test,
and lactose) were measured, as also were the pH and temperature of the curdled samples simultaneously
with the ultrasound tests. Another contribution of this study is the linear correlation analysis of the afore-
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mentioned ultrasound parameters and the physicochemical properties of the curdled milk.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Coagulation is the first stage that milk undergoes for most prod-
ucts it is made into. In cheese manufacturing in particular, rennet
coagulation is characterized by three phases: enzymatic hydroly-
sis, aggregation, and gelation. The coagulation (or curdling) time
is considered to mark the endpoint of the enzymatic phase and
the onset of the physicochemical phase, i.e., aggregation. Moreover,
this coagulation time is often used as a reference to determine the
time at which the curd is cut and the whey is drained (the cutting
time). Since precise determination of the cutting time is essential
in optimizing the process, there are several practical and instru-
mental methods available for this determination [1]. Nevertheless,
the practical methods (evaluating the coagulum’s firmness by
hand, for instance) raise hygiene concerns, and most of the instru-
mental methods are destructive and significantly deform the sam-
ple, resulting in imprecise measurements.

Ultrasound inspection techniques have been used to monitor
milk curdling processes for several decades [2], mainly because
they are non-destructive, they can be implemented in-line, and
they are easy to automate. They require a thorough understanding

* Corresponding author.
E-mail address: ajimenez@unex.es (A. Jiménez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ultras.2017.01.007
0041-624X/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

of the propagation of ultrasound in the specimen to be analyzed
because curdled milk is usually an acoustically complex medium,
which often makes it hard to clearly establish the relationship
between its elastic properties and the aggregation kinetics of the
coagulum. Most of these techniques monitor either both the phase
velocity (or time-of-flight) and the attenuation (or amplitude)
[3-5], or only the attenuation [6-8]. Less commonly used have
been techniques based on measuring the variation undergone by
the frequency components of the ultrasound waves after passing
through the specimen. Indeed, in milk they have been used for
other purposes - evaluating fat content [9], determining the
elastic constants [10], and estimating the variation in speed and
attenuation at different frequencies [11-13]. The ultrasound
inspection techniques usually employed are resonance [14,15],
immersion or contact in transmission mode [16,17], and
pulse-echo mode [18,19], although air-coupled systems have also
been used recently [4,20]. All of these techniques of course employ
longitudinal waves, but recent research aimed at identifying the
onset of coagulation has used shear waves. These waves do not
propagate in liquids and their velocity of propagation depends on
the viscoelastic characteristics of the medium. That is why they
can be used only from the beginning of coagulation to monitor
the evolution of the coagulum firmness [21].
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The present study addresses the monitoring of the curdling of
the milk in cheesemaking. It presents various contributions to cur-
rent knowledge on the subject. From the point of view of acoustics,
in addition to time-of-flight and attenuation, we apply the fast
Fourier transform (FFT) technique to study the variation during
the process of the frequency components of transmitted ultra-
sound waves, firstly because it makes more sense to take the real
wave propagation frequencies inside the milk samples, i.e., to use
the FFT, instead of considering the nominal frequency of the trans-
ducers, and secondly because the FFT let us obtain the 25th, 50th,
75th and 99th percentiles of the received signal in the cumulative
frequency periodograms. From a food technology point of view,
this is the first application of the cited monitoring technique on
raw ewe’s milk in a dairy industry environment, permitting an
assessment of the suitability and sensitivity of the results by com-
parison with those reported in previous studies which were mostly
conducted on reconstituted skimmed milk and/or in a laboratory
environment. We also determine in parallel other physicochemical
parameters of the milk (temperature, pH, dry matter, protein, Ger-
ber fat test, and lactose), and establish their relationships with the
systematically measured ultrasound parameters.

The interest of this study is twofold. First is the verification at an
industry level of the utility of ultrasound methods used to monitor
changes in physico-mechanical properties during the curdling of

Reception of raw

milk. Filtering.

- Characterization: dry
matter, proteins, Gerber
fat test, lactose.

Cut

ewe’s milk, including the estimation of the cutting time. The
implementation of this type of inspection technique makes more
efficient use of resources than do the traditional destructive or
practical methods. And second is the contribution to knowledge
of the acoustic properties of milk during its coagulation.

2. Description of the material

The experiments were performed with raw ewe’s milk collected
from a local dairy processing centre (Hnos. Pajuelo SAT) on four sep-
arate days. Each sample contained 52 I. They were used for both
the characterization of the raw milk and for the coagulation
process.

For the curdling process, all experiments were performed in a
dairy industry environment, relying on the subjective judgment
of a skilled cheesemaker as operator. The farmhouse-type craft
production procedure for making “Torta del Casar PDO”, a type of
soft cheese [22], was followed (Fig. 1). When the milk reaches
28-32 °C, vegetable rennet is added. This is a liquid obtained from
the pistils of cardoon (Cynara cardunculus) flowers. When the curd
has formed (cutting time), it is broken into pieces of about the size
of a grain of rice using fine metallic threads. All processes were car-
ried out in a 100-1 stainless steel vat with two axes, one clockwise
and one counterclockwise, and of bicircular type.

Heating to [28-32] C.
- Characterization:
ultrasonic parameters.

Addition of Cynara

extract and

coagulation process.

- Characterization: pH,
temperature and
ultrasonic parameters.

Fig. 1. Flowchart of the soft cheese-making process used in the study.
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3. Methods

The non-ultrasound parameters of the four raw milk samples
(dry matter, protein, density, Gerber fat test, and lactose) and of
their curdling process (temperature and pH) were acquired in
accordance with the Spanish norm [23]. In particular, the protein
content was determined by Kjeldahl digestion, dry matter and lac-
tose by gravimetry, fat content by the Gerber centrifuge method,
and pH and temperature with a pH-meter and an electronic ther-
mometer that had previously been calibrated.

With respect to the ultrasound parameters, the samples were
inspected using immersion techniques in pulse-echo (PE) mode.
Fig. 2 shows a schematic of the set-up used for the measurements.
The immersion transducers were single-element longitudinal-
wave transducers, whose wear surfaces are impedance matched
to water. The transducers were mounted on a custom-designed
metal structure that ensured their perfect face-to-face alignment,
also reducing the risk of other errors being introduced by the oper-
ator. One of the transducers acted as a mirror which reflected the
ultrasound waves. Whether this mode of inspection is used or that
of through-transmission is irrelevant since they yield similar
results [5]. The ultrasound signals were emitted and received using
an Olympus Pulser-Receiver Panametrics-NDT Model 5077PR. The
pulser section can deliver up to 400V, and the range of pulse rep-
etition rates is from 20 Hz to 5 kHz. The pulse rise time is typically
less than 10 ns. The flexible receiver section provides a wide
dynamic range from 1 to 59 dB gain with 1 dB sensitivity adjust-
ments. Signal response is optimized by two-position high and
low pass filters (out or 1 MHz, and out or 10 MHz, respectively),
and 1 dB attenuation steps from 0 to 49 dB. For the acquisition
and digitalization of the signals, the pulser-receiver was connected
to a Tektronix TDS1012B oscilloscope which transferred the data of

1 Pulser-Receiver
2 Oscilloscope

3 Laptop

4 Metal structure

5 Transmiter/Receiver
transducer

6 Mirror transducer
7 Milk tank

Fig. 2. Schematic of the set-up used for the measurements of the ultrasound
parameters.

Table 1

the displayed signals to a laptop computer, where they were stored
under control of the Tektronix OpenChoice TDSPCS1 software
package for subsequent processing and analysis. Olympus
Panametrics-NDT Model V318-SU piezoelectric transducers were
used to transmit the signals. Table 1 lists the main characteristics
of these transducers, including the near-field zone and the beam-
spread angle. The near-field is the region directly in front of the
transducer where the sound field pressure varies widely. Because
of these variations it can be difficult to accurately evaluate flaws
using amplitude-based techniques in this zone. In the present
work, the separation between transducers was from 3.03 to
3.08 cm, thus ensuring the consistency of the measurements. The
beam-spread angle refers to the divergence of the sound beam as
it travels through a medium (the solid angle which contains the
main lobe of the beam in the far field). Since both values depend
on the propagation medium, Table 1 provides approximate values
for milk, considering a mean velocity of 1490 m/s for longitudinal
waves. Once all the necessary equipment and devices were in
place, the determinations of the various ultrasound parameters
were performed.

3.1. Ultrasonic parameters

As described above, the ultrasound parameters determined
were the longitudinal ultrasound pulse velocity UPV (or time-of-
flight, TOF), various percentiles of the received signal in the FFT
cumulative frequency periodograms, and the attenuation.

Fig. 3 shows a typical A-scan, in which i consecutive echoes
were caused by reflections between the transducers facing each
other. Among other things, this emitted-received signal acquired
by the oscilloscope allowed one to determine the UPV within the
raw milk samples and during their curdling. The calculation is
based on the Fourier transform. This transform gives a frequency
domain representation of the amplitude and phase of a continuous
signal acquired in the time domain. Direct calculation of the Dis-
crete Fourier Transform would be computationally very time
intensive, but there are various algorithms that speed up the pro-
cess. Among them is the FFT presented by Cooley & Tukey in
1965 [24]. Today, there are signal processing devices which rapidly

2=

T T T T T T T T 1
0.0 50x10° 1.0x10™ 1.5x10™* 2.0x10™ 2.5x10™
Time (s)

Fig. 3. Example of a typical A-scan received by the Panametrics V318 transducer.
One observes the echoes of the ultrasound signal after the trigger pulse.

Characteristics of the Panametrics V318 transducer used. The value UPV = 1490 m/s was taken for the calculation of N and ¢.

Diameter (cm) Central frequency (kHz)

~6 dB bandwidth (%)

N (near-field length) (cm) ¢ (beam angle) (°)

1.9 500 61.93

3.03 11.03
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calculate the FFT, as was the case in the present study. The proce-
dure used to calculate and plot the FFT identifies the frequency
range covering the received ultrasound pulse signal and the central
frequency (that of maximum amplitude). By way of example, Fig. 4
shows the FFT obtained from the A-scan of Fig. 3. This generated
spectrum is used to derive additional properties of the object under
investigation. The influence of a periodic excitation (here multiple
echoes) shows up as maxima in the spectrum at multiples of the
fundamental frequency, and thus as superpositions of the funda-
mental spectrum of the probe with an undulation in the form of
equidistant maxima in the spectrum. The TOF between the reflec-
tions is obtained from the distances of the maxima. By means of
the so-called cepstrum method, the spectrum can be smoothed
and the length of the period determined directly. The cepstrum
arises by a FFT of the logarithmized spectrum [25]. As one sees
in the example of Fig. 5, which shows the cepstrum created from
the FFT of Fig. 4, one reads the period t directly from the first max-
imum. Since the transducers are separated by a distance d, spectral
evaluation methods provide a measurement of the UPV. In
particular,

2d d
UPV == = == (1)

Obviously, for times-of-flight equivalent to 2t, 3t,...,nt, other
maxima must also appear in the cepstrum. These serve to confirm
the appropriateness of the value assigned to t. By way of example,
Fig. 5 shows only the maxima corresponding to t and 2t because

1.0 §
0.8 4
0.6 -

0.4 1

Normalised amplitude

0.2 4

0.0 v T T T T T y T
0 200 400 600 800
Frequency (kHz)

Fig. 4. FFT of the signals received in the inspection shown in Fig. 3.
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Normalised amplitude

Fig. 5. Cepstrum corresponding to the FFT shown in Fig. 4. The t and 2t moments
corresponding to the periodic excitations of the FFT are shown.

the time interval originally selected in the acquisition of the
A-scan does not permit the range in the time domain to be
extended to show more maxima.

Recent studies [26] support the suitability of using this method
of calculating the speed of the sound waves as against the
traditional computation from the times obtained for consecutive
echoes in the receiver’s A-scan, or even more simply, from the
arrival time of the first echo [27]. This is because the errors
involved in a cepstrum analysis are smaller. In the present study
in particular, the errors in the cepstrum determination of the
UPV were less than 0.4%.

Other parameters considered in this study were those related to
the FFT of the A-scan signals. It is important to note that, instead of
considering the nominal frequency of the transducers, it made
more sense to take the real wave propagation frequencies inside
the milk samples, i.e., to use the FFT. Firstly, taking as example
Fig. 4, one can see that the frequency distributions are not at all
close to Gaussian, so that the value of the largest amplitude of
the FFT is not a priori a meaningful value with which to character-
ize the milk sample being inspected. And secondly, even though
the transducer has a central frequency of 500 kHz and a —6 dB
bandwidth of 61.93%, the FFT obtained does not have a maximum
amplitude at that frequency, but at others that are clearly lower.
That is why, in order to facilitate the subsequent correlation anal-
ysis between the FFT and the rest of the parameters, we also con-
structed the cumulative frequency periodograms, showing the
25th, 50th, 75th, and 99th percentiles of the frequencies of the
received signals. i.e., if the 75th percentile of the cumulative fre-
quency is at x Hz for a particular inspection, this means that 75%
of the received signals had frequencies below x Hz. For example,
Fig. 6 shows the cumulative frequency periodogram created from
the FFT of Fig. 4. Thus, for each A-scan and subsequent FFT and fre-
quency periodogram, the values of the central frequency and the
different percentiles of the signals received were (<FFT>, <FFT5>,
<FFTs50>, <FFT75>, and <FFT99>).

Another parameter considered was the ultrasound pulse atten-
uation. This is a measure of the progressive energy loss undergone
by the signals as they propagate through the material. This loss is
mainly due to two mechanisms: energy absorption (above all, ther-
moelastic effects) and scattering (reflection of the pulse front at
discontinuities in the material) [28]. Attenuation is usually mea-
sured from the echoes observed on the A-scan which originate
from reflections in the material. Thus, the attenuation coefficient
o (in neper/m) was computed as:

o= % In (%) (2)

o
£
L
<FFTs>

Normalised amplitude

<FFTw>
<FFTo>

<FFT2>

T T T 1
0 200 400 600 800
Frequency (kHz)
Fig. 6. Cumulative frequency periodogram corresponding to the FFT shown in

Fig. 4. The 25th, 50th, 75th and 99th percentiles of the frequencies are expressly
indicated.
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where A; and A; are the (peak-to-peak) amplitudes of echoes i and j,
respectively, and s represents the space covered by the ultrasound
wave between them. Three of four echoes were considered, and «
was determined from the slope of the plot of In (A;/A;) vs. s [5,8].

4. Experimental results and discussions
4.1. Raw milk samples

The non-ultrasound parameters of the raw ewe’s milk samples
are listed in Table 2, and the ultrasound parameters in Table 3
together with the pH and temperature. The ultrasound parameters
were measured immediately prior to the addition of the vegetable
rennet. Although, as noted above, there are no literature values
with which to contrast these ultrasound results, they are consis-
tent with the values reported for other types of milk. In particular,
Gunasekaran et al. [6] report skimmed milk values ranging from
1385 m/s to 1420 m/s and from 19 Np/m to 25 Np/m at an inspec-
tion frequency of 1 MHz. Taifi et al. [18] report reconstituted milk
values of 1514 m/s and 20 Np/m with 5 MHz transducers. Finally,
Koc et al. [8] report cow’s milk attenuation values in the range
12-40 Np/m with a 1 MHz transducer at temperatures in the range
28-34 °C. The differences in these ultrasound parameters may be
due to the different compositions of the samples. In the present
work, the raw milk samples inspected were acquired on four dates
covering a period of 114 days. Similarly, our ultrasound inspection
temperatures were slightly different because the experiments
were conducted in a dairy industry environment, relying on the
subjective judgment of a skilled cheesemaker as operator. The dif-
ferent dates of the extraction of the milk samples are the reason
why we observed no increase in the speed of ultrasound wave
propagation with increasing temperature in the sense indicated
by various studies in the literature [3,29].

With respect to the FFT results, the frequencies of the ultra-
sound waves propagating through the raw milk samples were gen-
erally less than or equal to the nominal frequency of the
transducer. Fig. 7 shows the cumulative frequency periodograms
corresponding to the four samples of raw milk. As can be seen,
40% of the frequency components of the inspection of Sample M1
were above 500 kHz, but this proportion fell to even below 20%
for Sample M2. For some percentiles between the 45th and 90th
approximately, the cumulative frequencies can differ from one
sample to another. The linear correlation coefficient between the
two parameters <FFT;5> and <FFTso> was greater than 0.99.
Beneath the 45th percentile however, the cumulative frequencies
are closer to each other, and it is difficult to distinguish clearly
which sample of milk has been inspected. Above the 90th per-
centile, the flatness of the curve means that the error associated
with the cumulative frequency is greater.

Table 2
Non-ultrasound parameters of the raw ewe’s milk samples.

1.0
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Fig. 7. Cumulative frequency periodogram corresponding to the four raw milk
samples.
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Fig. 8. Linear regression between the velocity (UPV) and values of the FFT
corresponding to the 50th percentile (<FFTs0>) for the set of milk samples studied.

The samples with the highest velocities were also those with
highest FFT frequencies, as is evident in Fig. 8 which plots
<FFTs5o> against UPV. Between the two, there is a statistically sig-
nificant linear relationship (P < 0.05) with a positive slope.

4.2. Coagulation processes

The evolution of the pH and temperature of the monitored sam-
ples during curdling did not show any consistent trend. The two
parameters varied slightly during the entire process. In particular,
the pH varied between 6.49 and 6.59 in all the curdling processes.
The temperature ranges in which the processes were performed

Reference Proteins (%) Dry matter (%) Density (kg/l) Lactose (g/1) Gerber fat test (%)
M1 3.03 18.84 1.03 41.96 7.4
M2 4.59 18.17 1.03 40.18 7.0
M3 3.70 20.60 1.03 17.04 8.8
M4 447 18.80 1.02 2143 8.5

Table 3

Ultrasound parameters, temperature (T) and pH of the raw ewe’s milk samples.
Ref. UPV (m/s) <FFT> (kHz) <FFT5> (kHz) <FFT50> (kHz) <FFT75> (kHz) <FFTg9> (kHz) o (Np/m) T (°C) pH
M1 1514 £5 446 + 5 419+5 479+5 550 +5 1100 + 400 28.2+0.9 32.0 6.55
M2 13805 417+6 383+6 428+6 489+ 6 1010 + 240 30.0+0.4 31.2 6.57
M3 1449+ 5 433+5 392+5 458 +5 530t5 1100 + 300 26.42 +0.11 31.1 6.58
M4 1434 t5 434+5 400+ 5 445 +5 505 +5 900 + 300 25.7+0.4 33.6 6.57
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Fig. 9. Relative changes of the time-of-flight (ATOF) of the ultrasound waves during
curdling of the milk samples. The vertical lines indicate the cutting time as
indicated by the skilled cheesemaker.
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Fig. 10. Evolution of ultrasound attenuation (o) during the curdling of the milk
samples. The vertical lines indicate the cutting time as indicated by the skilled
cheesemaker.

were [32.0-33.1]°C, [31.2-32.0]°C, [31.1-34.5]°C, and [33.5-
35.2] °C for Samples M1, M2, M3, and M4, respectively.

Fig. 9 shows the relative variations in the TOF (calculated rela-
tive to the initial TOF) of the ultrasound waves during the curdling
of the samples. Similarly, Fig. 10 shows the evolution of the atten-
uation of the ultrasound waves during curdling, and Fig. 11 the
evolution of <FFT;s> (the behavior of <FFT5o> is very similar). As
one observes in all these plots, the changes in the ultrasound
parameters occur in two steps. In the first, there is a rapid initial
decrease in the TOF (which implies an increase in the UPV), atten-
uation, and frequency of the transmitted ultrasound waves down
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Fig. 11. Evolution of the values of the FFT corresponding to the 75th percentile
(<FFT75>) during the curdling of the milk samples. The vertical lines indicate the
cutting time as indicated by the skilled cheesemaker.

to respective regions of a certain stability which, nevertheless, can-
not be categorized as minima given the errors associated with the
measurements. This second phase of apparent stability remains
until the end of the monitoring process. The two phases of the pro-
cess almost coincide in time regardless of which parameter is being
analyzed. These changes in the ultrasound parameters have to be
interpreted as reflecting a change in the mechanical resistance of
the samples, in particular, with the two steps corresponding to
the first (enzymatic) and second (aggregation) stages of milk cur-
dling [7], and the transition between them can be identified as
the coagulation time [30]. During enzymatic hydrolysis, a specific
enzyme, chymosin, transforms the liquid milk into a viscoelastic
semi-solid, the coagulum. Chymosin acts upon milk’s kappa-
casein, partially fragmenting the molecules. This leads to a change
in the surface charge of the casein micelles (colloidal particles con-
taining many protein molecules), increasing their hydrophobicity,
and favoring their aggregation [31]. Micelle aggregation is respon-
sible for the increase in the milk’s viscosity, and consequently also
in the mechanical resistance of the medium.

Various studies [3,18] have observed similar UPV behavior dur-
ing the curdling of samples of reconstituted skimmed milk under
controlled conditions of milk powder concentration, temperature,
and renneting pH. Other studies report the same ultrasound atten-
uation behavior during curdling of reconstituted skimmed milk
[6,7,18] and whole cow’s milk [8] under controlled conditions of
rennet concentrations and temperature. Some of these studies
establish an algorithm for the relationship between the coagula-
tion time and the cutting time [6,32]. Our study is consistent with
them in the sense that the earlier the coagulation time is reached,
the earlier also is the cutting time. This relationship cannot be
affirmed with any great precision, however, since the samples
studied were from different sources, and the temperature and
pH conditions were not fully controlled, but followed the
indications of the skilled cheesemaker. Nonetheless, one can
deduce from the results that the cutting time is roughly 6 times
the coagulation time.

It has to be noted that the evolution curves of the ultrasound
parameters analyzed differed from sample to sample, i.e., although
the overall trend of the curdling process was as described above for
each sample, there was no general overlap of the curves. That some
curves of a given parameter can clearly be distinguished between
different milks may be, as observed above, because the samples
were taken from different batches.

We must make the proviso that if the ultrasound parameter
studied had been the greatest amplitudes of the FFT (<FFT>) then
we would not have observed the aforementioned two stages in
the process. Similarly, if the parameter chosen had been <FFT;5>,
there would have been a general overlap between the curves of
the different samples, and, as noted above, the errors associated
with the determination of <FFTg9> were very large. The variables
<FFT>, <FFT,5>, and <FFT¢g> were thus unsuitable for inclusion in
the statistical analysis of the data.

The similar behavior exhibited by the relative variations in the
time-of-flight, the attenuation, and <FFT,5> (or <FFTs¢>) during the
curdling of the samples studied is reflected in statistically signifi-
cant, positive, linear correlations (P <0.05) between them. This
implies, for example, that the aforementioned decrease in attenu-
ation (or increase in transmission) during curdling is more clearly
marked for the lower frequency components of the spectrum emit-
ted by the transducer. In addition, as was to be expected, the ultra-
sound characteristics of the raw milk affect those of the curdling
process. An example is presented in Fig. 12 which shows the result
of the linear regression analysis of the attenuation measured in
each raw milk sample against the relative variation in the time-
of-flight measured at the cutting time of the respective four cur-
dling processes. One observes that the smaller the ultrasound
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Fig. 12. Linear regression between the ultrasound attenuation (o) of the raw milk
samples and the relative changes in the time-of-flight (ATOF) of the ultrasound
waves as measured at the cutting times corresponding to their respective curdling
processes.

attenuation coefficient of the raw milk sample, the smaller is the
relative decrease in the time-of-flight of the waves during curdling.

4.3. Correlation study

Various studies have shown that the speed and attenuation of
ultrasound in milk during curdling depend on such properties as
pH, temperature, and the calcium chloride, milk powder, and ren-
net concentrations [3,6-8,10,18]. These parameters were not con-
sidered in the present work because: (i) for pH and temperature,
the conditions were not those of a laboratory experiment, but were
uncontrolled, following the criteria set by the skilled cheesemaker,
(ii) calcium chloride and milk powder concentrations were inappli-
cable since raw milk was used, and (iii) for rennet concentration,
this parameter was kept the same for all four samples. In this sub-
section, we shall describe the results of an ANOVA in which signif-
icant (P < 0.05) correlations were found, of particular interest being
some involving parameters that had as yet not been considered in
other studies of milks.

With regard to the raw milk samples, there were statistically
significant negative correlations of their protein content with
<FFT50> (r=-0.97) and with <FFT;s> (r=-0.98) (Fig. 13). This
result suggests that higher protein contents favor the transmission
of the lower spectral frequencies emitted by the transducer as
against the higher frequencies. In some form then, the micelle
structure of the caseins (the most abundant of the milk proteins)
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Fig. 13. Linear regressions of the protein content p of the raw milk samples with
<FFTs50> and with <FFT;5>.
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Fig. 14. Linear regressions of the protein content p of the raw milk samples with the
ultrasound attenuation (o) measured at the cutting time, and with the changes
(A<FFTsp>) in the <FFTso> of the ultrasound waves also measured at the cutting
time relative to the values measured at the initial time.

which forms the colloidal dispersion appears to significantly influ-
ence the differing attenuation of the ultrasound inspection fre-
quencies of the milk samples. Other studies have reached the
same conclusion by other means, finding in particular that micellar
particles of reconstituted milk are the cause of the frequency-
dependent attenuation measured for ultrasound waves propagat-
ing in it [10,11]. The milk’s protein content also influences the
attenuation of the different frequency components during cur-
dling, as is apparent in the plots in Fig. 14 of the attenuation coef-
ficient measured at the cutting time and the variation in <FFT5o> at
the cutting time relative to the initial time of the curdling process,
both plotted against the protein content of the milk samples. Given
the fact noted above that the decrease in attenuation during cur-
dling is more marked for the lower frequency components than
for the higher frequencies, it is apparent that the milk samples
with higher protein content will be those in which this decrease
in attenuation is less. The strong dependence of attenuation on fre-
quency is considered normal for protein solutions [33], although
there is little evidence available on the acoustic properties of
casein micelles, especially when they aggregate [12]. The present
results may therefore shed some light on this question.

Finally, no statistically significant, mathematically simple, rela-
tionships were found between the ultrasound parameters and the
dry matter, lactose, or fat contents of the samples analyzed.

5. Conclusions

For the raw milk samples, the UPV and attenuation results were
consistent with the literature values. With respect to the FFTs, the
frequencies of the ultrasound waves propagating through the sam-
ples were generally less than or equal to the nominal frequency of
the transducer. A number of correlations were established between
the various ultrasound parameters analyzed. In particular, the
behavior of the FFT correlated with that of the UPV, with the sam-
ples of higher ultrasound velocities also presenting higher FFT
values.

For the curdling processes, changes in ultrasound parameters
occurred in two steps which corresponded to the first and second
phases of milk curdling - the enzymatic and the aggregation
phases. At first, there was an increase in the UPV, and decreases
in the attenuation and frequency of the transmitted ultrasound
waves, until reaching respective regions of a certain stability which
remained until the end of the monitoring process. It was inferred
from these results that the cutting time is roughly 6 times the cur-
dling time. Statistically significant positive correlations were found
between various ultrasound parameters.
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The ultrasound characteristics of the raw milk influenced those
measured during the curdling process. In particular, the samples of
raw milk that had lower ultrasound attenuation coefficients expe-
rienced less relative decrease in the time-of-flight of the waves as
measured during curdling.

The statistically significant correlations found between the
ultrasound and non-ultrasound parameters of the four samples
add value to the utility of this non-destructive technique. Of partic-
ular interest because of their novelty with respect to the literature
existing on the topic are the correlations observed between: (a) the
protein content of the milk, both raw and curdled, and the fre-
quency components, and (b) the protein content and the attenua-
tion of the frequency components as measured during the curdling
process. These novel correlations lend further support to the use of
ultrasound as a non-destructive technique for characterizing milk,
since these are properties that can directly add to knowledge of the
acoustic properties of casein micelles, especially as they aggregate.
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ABSTRACT

This work aimed to establish the ultrasound param-
eters that can be useful to classify the defects in the
soft cheese Torta del Casar during ripening. During rip-
ening by ultrasound, 1 standard and 3 defective cheese
batches (anomalous microbial population, inadequate
pressing curd, and excessive pressing curd) were evalu-
ated. Ultrasound parameters related to velocity, atten-
uation, and frequency were calculated and correlated
with the physicochemical and rheological properties of
the cheeses. Ultrasound data were considered variables
in linear discriminant analysis to attempt cheese clas-
sification at different periods of the ripening process.
Defective soft cheeses could be discriminated from
standard ones with good accuracy, mainly at the final
stages of ripening. The differentiation of cheese samples
from 2 of the defective cheese batches (anomalous
microbial population and inadequate pressing curd)
from the standard was mainly attributed to different
values of the attenuation-related parameters, whereas
for samples from the other defective batch (excessive
pressing curd), some parameters related to velocity and
frequency were responsible for such discrimination.
Key words: Torta del Casar, ultrasound, defect
classification, linear discriminant analysis

INTRODUCTION

Torta del Casar is a high-quality Spanish cheese mar-
keted under the Registry of the Protected Designation of
Origin Torta del Casar, in accordance with Regulation
(EC) 1491/2003 (European Commission, 2003). This
type of soft-bodied cheese is made from raw ewe milk
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using only vegetable coagulant as rennet and without
any added starter culture. The absence of a standard-
izing thermal process means the final characteristics
depend on the indigenous microbiota present (Ordiales
et al., 2013a,b). In addition, the milk-clotting activity
of the traditional vegetable coagulant, prepared using
an aqueous infusion of the dried flowers from Cynara
cardunculus L., presents great variability. Ordiales et
al. (2012) showed that the diverse natural populations
harvested at different flower ripening stages, mixed with
other parts of the plant and dried in different condi-
tions, strongly influence its coagulant properties. This
major heterogeneity in Torta del Casar manufacture
can negatively affect the quality parameters, includ-
ing low product yield, and inhomogeneity of relevant
sensorial factors between cheese batches, such as tex-
ture parameters (Tunick, 2000). Ordiales et al. (2013b)
revealed that the uncontrolled growth of heterofermen-
tative lactic acid bacteria (LAB) adversely influences
the flavor of Torta del Casar. Likewise, the clotting
and proteolytic activities of vegetable rennets used in
the manufacturing of soft-type cheeses affect both the
physicochemical parameters in the initial stages and
the texture and sensorial properties of the final product
(Ordiales et al., 2014). Thus, technological quality con-
trol during the cheese-making process by fast, reliable
methods would be desirable for standardization of this
high-quality product.

Highlighted among the nondestructive techniques for
assessing food properties are small-displacement probes;
vibration rheometers; visible-, near-, and mid-infrared
spectroscopy; z-nose (advanced electronic mnose);
nuclear magnetic resonance spectroscopy; electronic
noses; computer vision; and ultrasound (Benedito et
al., 2006). Ultrasound-based technologies have been
proposed as a quality control tool not only to determine
the optimum cut time during cheese manufacture (Koc
and Ozer, 2008; Jiménez et al., 2017) but also to detect
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process anomalies in-line (Telis-Romero et al., 2011).
Other researchers used contact or noncontact ultra-
sound to detect defects and internal objects in cheeses
(Lee et al., 1992; Heeggstrom and Luukkala, 2001; Lee-
mans and Destain, 2009) and to evaluate the texture
of cheeses such as Cheddar, Mahon, and Manchego
(Benedito et al., 2000, 2002, 2006; Cho et al., 2001; Cho
and Irudayaraj, 2003; Nassar et al., 2010). Most studies
carried out to detect texture defects in cheese using
ultrasound have measured ultrasonic velocity and at-
tenuation at one or more temperatures. In the present
work, defective Torta del Casar batches were analyzed
by ultrasound during ripening, and several ultrasound
parameters related to the velocity, frequency, and at-
tenuation were correlated with the physicochemical and
texture parameters of the cheese and used to discrimi-
nate these defective batches from standard samples at
the ripening temperature.

The objective of this work was to assess the feasibility
of ultrasound as a tool for quality control in ripening of
Torta del Casar, relating the ultrasonic parameters to
the physicochemical and texture characteristics of the
cheeses. In addition, ultrasonic parameters were used
to discriminate between standard cheeses and defective
products throughout the cheese-making process.

MATERIALS AND METHODS
Torta del Casar Cheese-Making Procedure

The cheeses were made with a mixture of raw milk
obtained from the Merino and Entrefino breeds. The
milk was heated in a 100-L stainless-steel vat to 28
to 30°C and clotted by adding 10 mL of the aqueous
extract from flowers of the cardoon C. cardunculus L.
per liter of milk, prepared by macerating 50 g of dried
flowers in 1 L of water for 24 h. After the curd formed,
it was broken at 30°C into rice grain—sized pieces using
fine metallic threads agitated for 10 min, followed by
10 min of rest and 10 min of stirring. Afterward, it was
transferred to suitable molds and pressed for 2 h at an
initial pressure of 2 kg/ cm?, which was increased by 0.5
kg/cm® every 30 min. Once pressed, the cheese was sub-
merged in brine (16% NaCl, wt/vol) for 4 h. Ripening
was controlled at 5 to 7°C and relative humidity >90%
for 70 d. Four batches of Torta del Casar cheese were
prepared (Supplemental Figure S1, https://doi.org/10
.3168/jds.2020-18160), introducing a specific modifica-
tion during the cheese-making procedure, as follows:

e Standard batch (ST): this cheese was manufac-

tured by following the general cheese-making
procedure.
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e Pressing defect batch 1 (PD1): for the prepara-
tion of body mechanical hole defects, cold water
was used instead of hot water in the double-
jacketed vat during the stirring step. With this
cheese-making modification, grains become cold
when the curd is shaped, causing ineffective bind-
ing among the various curd parts.

e Pressing defect batch 2 (PD2): the curd was bro-
ken into rice grain—sized pieces, as indicated in the
general cheese-making procedure, but the vat was
set at 35°C rather than 30°C to achieve a higher
moisture in the paste.

e Microbial defect batch (MD): the cheese with
early blowing defects was prepared by adding 3.61
g of lyophilized inoculum to 96 L of milk tempered
at 30°C before clotting. The inoculum comprised
proteolytic and potential gas-producing microor-
ganisms, including Escherichia coli (2.07 x 10"
cfu/g), Enterobacter aerogenes (3.2 x 10" cfu/g),
and Kluyveromyces lactis (1.19 x 10" cfu/g).

A total of 30 to 32 units were obtained for each batch
with approximately 950 g as initial weight (diameter:
13 cm; height: 7 c¢cm). Three cheeses were randomly
chosen from each batch for analysis after 0, 2, 4, 6, 8,
and 10 wk of ripening.

Physicochemical Parameters

Dry matter (%), total protein, and total fat were ana-
lyzed using standard methods 5534:2004 (ISO, 2004),
3433:2008 (ISO, 2008), and 8968-1:2014 (ISO, 2014),
respectively. Ash content was determined by incinera-
tion in a muffle furnace at 550°C (AOAC International,
2000). The pH was determined using a Crison 2002
pH meter (Crison Instruments, Barcelona, Spain). In
addition, each cheese was weighed, and the diameter
and height were measured using a caliper. Density was
calculated, assuming a cylindrical geometry.

Microbial Count

Ten-gram aliquots of each cheese sample were asepti-
cally transferred to sterile plastic pouches for microbial
enumeration. After 10-fold dilution with 1% peptone
water (Pronadisa, Alcobendas, Madrid, Spain), each
sample was homogenized for 120 s using a Stomacher
Lab Blender 400 (Seward Ltd., London, UK). Serial 10-
fold dilutions were prepared from the same solution and
inoculated onto agar plates. The LAB were grown on
de Man, Rogosa and Sharpe agar (Oxoid, Hampshire,
UK) acidified to pH 5.6 with acetic acid (10%) under
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anaerobic conditions at 30°C for 48 h. Mold and yeast
counts were determined on oxytetracycline-glucose—
yeast extract agar (Oxoid) at 25°C for 5 d, counting
typical colonies. Violet red bile-glucose agar (Oxoid)
was used for Enterobacteriaceae counts at 30°C for 24 h.

Texture

A TA.XTplus texture analyzer, fitted with a 5-kg
load cell (Stable Micro Systems, Godalming, UK)
and spherical stainless-steel probe (P/1S), was used
to perform a texture compression analysis of the
cheeses throughout the ripening process. Cheeses were
removed from storage at 5°C, positioned under the
probe, and measured on both sides (top and bottom).
The operational parameters were as follows: pretest
speed, 3 mm/s; test speed, 2.00 mm/s; posttest speed,
10.00 mm/s; distance, 10.0 mm; and trigger force, 25
g. From the resulting graphs, the values for firmness
and stickiness of cheese were analyzed using the in-
stalled Exponent software version 3.0.5.0 (http://www
.stablemicrosystems.com/).

In addition, a texture spreadability analysis was un-
dertaken after approximately 4 wk of ripening, when
the Torta del Casar had acquired a creamy appearance,
using a TTC Spreadability Rig (HDP/SR) attachment
(Texture Technologies Corp., Hamilton, MA) for the
spreadability probe. The samples were packed into the
lower cone with a spatula and measured at 20°C. The
operational parameters were as follows: pretest speed,
3 mm/s; test speed, 2.00 mm/s; posttest speed, 10.00
mm/s; distance, 10.0 mm; and trigger force, 25 g. From
the resulting graphs, the maximum force (the point
at which the probe was at its maximum penetration
depth) was calculated using the installed Exponent
software version 3.0.5.0 and described as unctuosity.

Ultrasonic Parameters

The cheeses were inspected ultrasonically using
contact techniques in through-transmission mode. The
measurement setup is illustrated schematically in Fig-
ure 1A. To reduce the operator risk, the transducers
were mounted on a custom-designed metal structure
that ensured their perfect face-to-face alignment (Fig-
ure 2). The range of frequencies used in the study of
cheese specimens was extended by using 2 different
pairs of shear wave transducers of 250- and 500-kHz
frequencies, respectively (Olympus Panametrics NDT,
Waltham, MA). Table 1 lists the principal character-
istics of the different transducers used, including the
near-field zone and the beam spread angle. Both of
these values depend on the propagation medium, so
Table 1 also provides approximate values for cheeses,
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Figure 1. (A) Scheme of the setup used for the ultrasound inspec-
tion of the cheeses, and (B) typical A-scan (amplitude vs. time, t)
obtained with one of the shear wave transducers.

considering a mean ultrasonic pulse velocity (UPV)
of 750 m/s for shear waves. The pulser-receiver models
5058PR and 5077PR (Olympus Panametrics NDT)
were used for emission and reception of the ultrasonic
signals with transducers V150 and V151, respectively.
For the acquisition and digitization of the signals, the
pulser-receiver units were connected to an oscilloscope
(100-MHz bandwidth, 1-GSa/s sample rate, 2.5k points
record length; Tektronix TM TDS1012B, Wilsonville,
OR). The Tektronix OpenChoice TDSPCS1 software
package was used for subsequent data processing and
analysis.

The shear UPV (UPVyg) values obtained with the
respective transducers were calculated based on the
time lapse from the signal’s emission until its recep-
tion, called the time of flight (TOF). From the known
distance (d) velocity was determined: UPV = d/TOF.
In addition, with the shear wave transducer values, the
received signal has an initial longitudinal wave train,
generated by mode conversion. These particular longi-
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Figure 2. Custom-designed metal structure to ensure the perfect
face-to-face alignment of the cheese.

tudinal waves (UPVy) were also obtained. Figure 1B
shows a typical A-scan obtained with one of the shear
wave transducers. From UPV;, UPVg, and the appar-
ent densities or specific weights (p) of each sample, the
following constants were calculated for each piece of
cheese according to the expressions established by the
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American Society for Testing and Materials (2008) in
protocol ASTM D2845-08.
Young’s modulus (E):

pxUPVZ x (3UPV} — 4UPV? |
E =

UPV? —UPV? ' 2
Shear modulus (u):
1= pxUVP;. 2]
Bulk modulus (k):
. px(3UPV} —4UPVL§). 5
3
Lamé’s constant (\):
= px(UPV} —20PVZ). [4]

Poisson’s ratio (v):

. (uPVE —20PVS) | 5
2% (UPV} —UPV)

Fast Fourier transform (FFT) frequencies correspond-
ing to the 25th, 50th, 75th, and 99th percentiles (de-
noted respectively as FFTy;, FF Ty, FFT 5, and FFTyy)
of the received signals in the cumulative frequency
periodograms of the FFT, as well as the attenuation
(denoted as AT 10, AT 20, AT 30, AT 40, AT 50, AT
60, AT 70, AT 80, and AT 90) quantified in terms of
the time taken to receive the energy (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, and 90%, respectively, of the total energy
received), expressed as a multiple of the TOF, were also
recovered (Cerrillo et al., 2014). These parameters were
determined along the center of opposite faces of the

Table 1. Characteristics of the different transducer models used!

Diameter Central —6 dB Near-field Beam
Model® (m) frequency (kHz) bandwidth (%) length (cm) angle (°)
V150 0.025 250 92 5.21 8.41
V151 0.025 500 101 10.42 4.20

'The value ultrasonic pulse velocity = 750 m/s was applied in the calculation of near-field length and beam

angle.

*The pulser-receiver models 5058PR and 5077PR (Olympus Panametrics NDT, Waltham, MA) were used for
emission and reception of the ultrasonic signals with transducers V150 and V151, respectively.
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specimens for each of the selected inspection frequen-
cies.

Statistical Analysis

Data were statistically analyzed using SPSS 15.0 for
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL). Descriptive statis-
tics of the ultrasonic parameters were determined, and
the evolution of the physicochemical, microbial, and
texture parameters of the cheese batches was studied
using 1-way ANOVA and separated by Tukey’s honest
significant difference test (P < 0.05). The efficiency of
the selected ultrasonic parameters as control markers of
physicochemical and texture parameters of the cheese
specimens was evaluated by Pearson correlation coef-
ficients. For classification of cheese batches during their
ripening, linear discriminant analysis (LDA) was ap-
plied to the ultrasonic data. The discriminant variables
for each ripening interval evaluated (24, 4-6, 6-8, and
8-10 wk) were identified by a step-wise algorithm based
on the Wilks’ lambda method. The results of the LDA
classification model with best performance were graphi-
cally represented by projecting the cheese groups into
the space of discriminant functions (DF).

RESULTS AND DISCUSSION
Physicochemical and Texture Parameters

Table 2 presents the physicochemical and texture
parameters of the cheese batches during the ripening
process. In general, DM, total protein, and total fat
increased during the ripening process, with ranges of
45.1 to 59.6, 11.7 to 19.3, and 23.0 to 33.6%, respec-
tively, without differences among the batches studied
at the end of ripening. In the same way, the results for
ash, pH, and density did not show any relevant differ-
ences among the studied batches during the ripening
process. These physicochemical results were similar to
those obtained previously for Torta del Casar and other
similar soft-bodied cheeses (Roa et al., 1999; Sanjudn
et al., 2002; Ordiales et al., 2013a). In contrast, texture
data were more variable between batches. The firmness
of the standard batch (ST) increased until the end of
ripening, whereas for batch PD1, this tendency was
not evident. In batch MD, maximal firmness occurred
at 6 wk after ripening and then declined continuously.
For batch PD2, this parameter was particularly high
throughout ripening. Delgado et al. (2010) found a re-
duction of cheese hardness during the ripening of Torta
del Casar, which is characteristic of this type of cheese.
In this study, cheeses were previously opened by cut-
ting the whole upper rind to evaluate the texture of
the cheese paste. Data on the other measured texture
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parameters revealed the highest values for unctuosity
and stickiness for batch MD. The effect of microbial
population on the rheology properties of this type of
cheese has been described by Pereira et al. (2010). The
relationship between textural and proteolytic param-
eters has been attributed to the degradation of the ca-
sein matrix, decreasing the hardness and consistency of
Torta del Casar and increasing its adhesiveness during
ripening (Delgado et al., 2010). Conversely, batch PD1
showed lowest values for unctuosity and stickiness.

Evolution of Microbial Population During
Cheese Ripening

The mean counts of LAB during ripening were greater
than 8 log cfu/g for all batches without significant dif-
ferences (Figure 3). Yeast counts were essentially con-
stant until wk 6 of ripening, with most values ranging
from 4 log cfu/g (PD2) to 6 log cfu/g (MD and PD1).
At the end of ripening, 3 batches showed a noticeably
decreased yeast count, with values close to 4 log cfu/g
for MD and 3 log cfu/g for ST and PD2. A similar evo-
lution was observed for the Enterobacteriaceae popula-
tion, with counts stable around 8 cfu/g in all batches
during the initial 4 wk of ripening and a progressive
decrease in the second period. However, batches ST
and PD2 exhibited a more pronounced decline in this
microbial group relative to batch PD1. The counts of
LAB, yeast, and Enterobacteriaceae found in this study
are similar to those previously reported in this type of
cheese (Pintado et al., 2010; Ordiales et al., 2013a).
Lactic acid bacteria appear to be the predominant mi-
crobial group in Torta del Casar (Mas Mayoral et al.,
1991), in which they eventually reach viable numbers
of 8 log cfu/g by the time of consumption (Ordiales et
al., 2013a). In addition, the presence of high numbers
of Enterobacteriaceae is not unusual in soft cheese made
from raw milk (Alegria et al., 2009; Gongalves et al.,
2018). These high levels of microorganisms during rip-
ening suggest a relevant contribution of their associated
activity in the development of the sensory characteris-
tics of Torta del Casar cheese, including its texture.

Ultrasonic Parameters

The evaluation of the properties of food, including
different types of cheese, mainly occurs through the
analysis of the ultrasonic velocity as the simplest and
the most reliable measurement (Benedito et al., 1998;
Gallo et al., 2018). Benedito et al. (2000) noticed an
increase in ultrasonic velocity during ripening of the
firm-textured Cheddar cheese, ranging from 1,657 to
1,677 m/s at 12°C and from 1,684 to 1,693 m/s at 5°C
(transducers of 1 MHz, 1.9-cm crystal diameter; model
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Figure 3. Evolution of (A) lactic acid bacteria, (B) yeast, and (C)
Enterobacteriaceae counts during the ripening of the cheese batches
studied: standard (ST), defective pressure (PD1), excessive pressure
(PD2), and anomalous microbial population (MD). SSB = statistical
significance bar using Tukey’s honestly significant difference test.

A314S-SU, Panametrics NDT). These values are more
constant than those found in this study for Torta del
Casar, a soft-textured cheese, with ranges of 1,144 to
1,723 and 1,246 to 1,547 m/s for transducers V150 and
V151, respectively (Table 3).

Several parameters related to velocity, frequency,
and attenuation were studied in this work. In addition
to ultrasound velocity in the longitudinal (VL) and
transverse (VT) directions and the velocity ratio (VT/
VL), the elastic constants were calculated from the
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ultrasonic velocity measurements. From these param-
eters, VL showed the lowest relative standard deviation
(3.71-5.18%), whereas Lamé’s constant and v presented
the highest coefficients of variation (40.37-48.47 and
30.37-38.08%, respectively). In all cases, the level of
dispersion of the parameters related to the velocity was
higher with transducer V150 than with V151. On the
contrary, the relative standard deviation values of the
highest amplitude frequency and the FFT frequencies
corresponding to the 25th, 50th, 75th, and 99th percen-
tiles of the received signals were higher for transducer
V151 than for V150, mainly for the highest amplitude
frequency, showing more than 40% of the variability
(Table 3). Regarding the attenuation-related param-
eters, the dispersion data were slightly higher with
transducer V150 than with V151, with AT 60 showing
the highest coefficients of variation for both transduc-
ers (35.6 and 31.2%, respectively). The high variability
found for some ultrasound parameters means that those
could show a good response to the changes and varia-
tions in the physicochemical and texture parameters
associated with the cheese defects or ripening process.

Relationship Between Physicochemical and Texture
Properties with Ultrasonic Parameters During
Ripening of Soft Cheese Torta del Casar

Correlations of the ultrasound parameters obtained
using both transducers V150 and V151 with the
physicochemical and texture properties of the Torta
del Casar cheese batches during ripening are shown
in Table 4. These results evidenced that transducer
V150 performed better than transducer V151. Using
transducer V150, the ultrasonic parameters presented
a strong correlation (P < 0.01) with several physico-
chemical and texture parameters. The values of most
velocity-related parameters and elastic constants were
negatively correlated (positive in the case of v) with
the fat in DM of the cheese samples during ripening,
particularly for VT, E, and Shear modulus (Table 4).
This inverse correlation between the fat content of food
and ultrasound velocities (VL and VT) is a well-rec-
ognized phenomenon. Consequently, these parameters
have been used to predict the fat percentage in meat
products, fish, and different types of cheese (Park et
al., 1994; Simal et al., 2003; Shannon et al., 2004; Telis-
Romero et al., 2011). Conversely, the fat content in
DM of Torta del Casar was also the most important
physicochemical parameter for explaining the attenu-
ation behavior. The AT 70 value showed the highest
correlation with fat in DM (Table 4). This indicates
that when fat in DM increases, a given percentage of
energy is received in a longer time (i.e., the attenua-
tion decreases). Considering that the cheeses are less
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attenuating when the AT 70 value is greater, this result
suggests that the most attenuating Torta del Casar
cheese specimens are those with a lower ratio of fat
in DM. In heterogeneous products, such as meat and
fish, the attenuation coefficient is mainly associated
with the scattering contribution (Buckin et al., 2002).
In these cases, attenuation is much more sensitive to
changes in the structure of the tissue than to changes
in composition, which limits their use in composition
analysis (Sigfusson et al., 2001; Awad et al., 2012). In
semi-hard and hard cheeses, such as Manchego cheese,
the number and size of holes of a particular cheese
can mask the possible changes in attenuation during
maturation (Benedito et al., 2001, 2006). However,
attenuation has been proposed as a useful indicating
parameter for detecting intramuscular fat (marbling) in
homogeneous meat pieces, such as longissimus muscle
(Park et al., 1994). In our study, Torta del Casar is a
soft-type cheese with a relatively homogeneous paste, so
both the dispersion and absorption by casein micelles
and fat globules can be considered to provide a notice-
able contribution to the attenuation. The attenuation
coefficient due to scattering plays the same role as an
intrinsic absorption coefficient in cheeses with a weak
gas cavity concentration (Nassar et al., 2010).

A strong negative correlation between the density
and both total fat and fat in DM of the studied cheeses
was confirmed (P < 0.01). It can explain, at least
partly, the lower values of the ultrasonic attenuation for
denser cheese samples, whereas k and Lamé’s constant
showed a positive correlation with the density of the
cheeses (Table 4). However, as mentioned above, good
correlations have already been found between pen-
etrated acoustic signals and the density of porous food
products (Awad et al., 2012), such as Torta del Casar.

Regarding the ash content, which mainly constitutes
chloride and calcium salts, it was correlated with
VL and E (Table 4). These results corroborate those
recorded by Dukhin et al. (2005), who described the
ultrasound parameters related to the speed of sound
as the better parameters for investigating effects on a
molecular scale, whereas attenuation was considered
more suitable for characterizing effects related to the
heterogeneity and phase composition of the particular
dairy product system, containing casein micelles and
fat globules.

Among the texture properties of cheese, firmness was
significantly related to the VL, as well as the attenu-
ation coefficient, which showed a high negative corre-
lation at AT 90 (Table 4). Again, this result would
indicate a greater firmness of Torta del Casar cheese
samples with more ultrasound attenuation and, conse-
quently, with higher propagation speeds. Benedito et
al. (2000) described the firmness as the textural pa-
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rameter best related to the ultrasonic velocity during
the ripening of cheeses. In general, cheese maturation
increases firmness, thereby increasing the ultrasonic
velocity, whereas the attenuation coefficient can show
a relatively high variability due to porosities or holes
in the cheese samples (Benedito et al., 2002). However,
in other food gels with bland taste and porous texture,
such as tofu, the ultrasonic attenuation has been used
as an alternative to textural or rheological analysis in
gel characterization (Ting et al., 2009). In contrast,
the results obtained for unctuosity seem to indicate
that only ultrasonic parameters related to velocity and
frequency would be reliable to determine this textural
property of Torta del Casar. The unctuosity values
showed a strong positive correlation with the values
of VT, E, and Shear modulus but negative correlation
with v and FFTy,.

These results suggest the efficacy of these ultrasonic
parameters as tools for the development of discrimina-
tive models during Torta del Casar ripening based on
their relationship with some physicochemical param-
eters (mainly fat in DM and density) and texture prop-
erties (firmness and unctuosity) of the cheese during
ripening.

Discrimination of Soft Cheese Defects by Ultrasound
Parameters During Ripening

The LDA was developed using ultrasonic param-
eters determined during the ripening of the different
batches studied. Leave-more-out cross-validation with
4 cancellation groups was used for testing the predic-
tive capability of the LDA. The results of the LDA for
classification of different defects in Torta del Casar
cheese as a function of the ripening duration are sum-
marized in Table 5, which displays the ultrasonic vari-
ables selected by the stepwise algorithm per ripening
phase, ordered according to decreasing importance and
the number (and percentage) of correct classifications
in both calibration and prediction. The LDA of the
ultrasound data collected during the cheese ripening
confirms the role of some parameters related to attenu-
ation and velocity as useful tools for the discrimination
of the types of cheese studied, besides revealing the
discrimination potential of the FFT;;. Regarding the
attenuation parameters, AT 90 and AT 10 are among
the discriminant variables of cheese at 2 to 4 wk of
ripening. In contrast, for the 4 to 6- and 6 to 8-wk
intervals of ripening, AT 50 appears to be the most
discriminant variable, although FFT;; was also an
influential variable (Table 5). For the velocity-related
parameters, VL, VT, k, v, and E were also discrimi-
nants with a comparatively high weight in the LDA
model of the last ripening period (8-10 wk).



8817

ULTRASOUND FOR QUALITY CONTROL OF TORTA DEL CASAR

Crespo et al.:

*(poaTte0a1 3100 [810% O1[) JO %06 PUR ‘08 ‘0L ‘09 ‘0S ‘0F ‘0€ ‘0Z ‘0T) AS10U0 9} 9AIEDDI 0} U} OUII) O} JO SULID) Ul payjpuenb uorenuolye YL,
“o[ipuen1ad 66 A1) 03 Surpuodsor1od souaNboLy ([4]) ULIOJSURI) IDLIMO] S8,

“UOI}OAIIP DSIOASURIY DT} UL £JIDO[OA PUNOSLIY[N = J,A ‘UONDOID [RUIPNYLTUO] O} UL A}IDO[A PUNOSLIN = TTA,

“Aarioadsor ‘TGTA pue

0STA SIOONPSURI} YHIM S[RUSIS OIUOSRIYN 07} JO U010l pue UOISSIWO 10§ Posit o1om (VAL ‘Weyiep ‘LAN soujpureued sndwi[0) HLL0G PUR HSG0S S[Ppow soador-tosmd oy,

9FF 0— T65°0— 61570 06 IV
82G°0— 102°0— 18570 08 IV
6TC°0— 112°0— €19°0 0L IV
9z%°0 z18°0— CeT0— z19°0 09 IV
0270 G0g'0— 822 '0— L09°0 0S¢ LV
L9¥"0— 602°0— T65°0 69€°0 0F IV
0270 79 0— 20z 0— T8e0 0¢ LV
80F°0— €02°0— 8870 0% LV
6270 7L80— 0¥z 0— 6L€°0 0T IV
Suorenua)yy
615°0— AR
(zH) (somuonborg
1220 JURISUOD S pUIR|
0£5°0 9680 TeC0— snmpow Ieoyg
L0€°0 areo snupour e
Gee0— 116°0— 0070 OTYRI S, UOSSIOJ
7€9°0 68€°0 694" 0— snmpout s Sunog
esr0— orer TA/ LA
€650 785°0— (s/w) LA
6£7°0 009°0 26570 9ZF 0— (s/w) TA
AMoopeA
A)SONPOU)  SSIUULIL] Aysua (] sy NG Ut jeq  1eq Aysongou)  SSOUULIL] Apsua(] sy N urt yeq 1eq Tejourered orosery N
2IN)XaT, Iojourered [ROTWLYDOIISAY J QIN)X9T, Iojeurered [ROTLYDODISAYJ
TCTA Ioonpsueiy, 0GTA Ieonpsuedf,

(Tese)) [op ©410T, Jo Sursseooxd ot} Surmp smjourered druoseIn YHm (T0°0 > ) poyeP1100 A[jwedyIuSIS s1ojatered 9IM)X9) PR [RITUDDOIISAJ *F S[qe],

Journal of Dairy Science Vol. 103 No. 10, 2020



Crespo et al.: ULTRASOUND FOR QUALITY CONTROL OF TORTA DEL CASAR 8818

Table 5. Linear discriminant analysis classification applied to the Torta del Casar cheese samples during processing

Cheese batch®

Processing
period (wk) Selected variables' Count? ST PD1 PD2 MD Total
2-4 AT 90 n 20 18 23 16 7
VL (m/s) Computed classes
AT 10 Class 14 12 18 10 54
% 70.0 66.7 78.3 62.5 70.1
Predicted classes
Class 14 10 18 12 54
% 70.0 66.7 78.3 62.5 70.1
4-6 AT 50 n 16 14 16 11 57
VT (m/s) Computed classes
FFT,; (Hz) Class 7 11 14 9 41
% 43.8 78.6 87.5 81.8 71.9
Predicted classes
Class 9 7 14 11 41
% 56.3 78.6 87.5 63.6 71.9
6-8 AT 50 n 12 9 11 8 40
FFT,; (Hz) Computed classes
Bulk modulus Class 10 9 11 6 36
Poisson’s ratio % 83.3 100 100 75.0 90.0
Predicted classes
Class 10 7 11 3 31
% 83.3 77.8 100 37.5 7.5
8-10 Young’s modulus n 8 5 8 4 25
VT (m/s) Computed classes
Poisson’s ratio Class 8 5 8 2 23
AT 40 % 100 100.0 100 50 92.0
Predicted classes
Class 8 5 7 0 20
% 100 100 87.5 0.0 80.0

WL = ultrasound velocity in the longitudinal direction; VT = ultrasound velocity in the transverse direction. FFT,; = Fast Fourier transform
frequencies corresponding to the 75th percentile. AT = The attenuation quantified in terms of the time taken to receive the energy (40, 50, and
90% of the total energy received).

*Class = number of cases correctly classified; % = percentage of cases correctly classified.

38T = standard batch; PD1 = defective pressure batch; PD2 = excessive pressure batch; MD = microbial defect batch.

Table 6. Linear discriminant analysis classification applied to the Torta del Casar cheese samples after 6 to 8 and 8 to 10 wk of processing,
considering the batches PD1 and MD one sample group

Cheese batch®

Processing
period (wk) Selected variables' Count? ST PD2 PD1+MD Total
6-8 FFT;; (Hz) n 12 12 17 41
AT 50 Computed classes
Poisson’s ratio Class 11 12 15 37
Bulk modulus % 91.7 100.0 88.2 92.7
Predicted classes
Class 10 12 15 37
% 83.3 100.0 88.2 90.2
8-10 VT (m/s) n 8 8 9 25
AT 40 Computed classes
Young’s modulus Class 8 8 8 24
Poisson’s ratio % 100.0 100.0 88.9 96.0
Predicted classes
Class 8 8 8 24
% 100.0 100.0 88.9 96.0

WT = ultrasound velocity in the transverse direction. FFT;5 = Fast Fourier transform frequencies corresponding to the 75th percentile. AT =
The attenuation quantified in terms of the time taken to receive the energy (40, 50, and 90% of the total energy received).

*Class = number of cases correctly classified; % = percentage of cases correctly classified.
38T = standard batch; PD1 = defective pressure batch; PD2 = excessive pressure batch; MD = microbial defect batch.
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The descriptive and predictive performance of the
LDA models reflects the reciprocal location of cheese
samples in the canonical space of the different ripen-
ing periods. In particular, the percentages of the total
recognized external samples increased from 70.1 to
80.0% throughout the ripening periods analyzed (from
24 wk to 8-10 wk). In general, the correct predictions
were relatively lower, between 0 and 65%, for the PD1
cheese samples, mainly due to the misclassification of
cheese samples from other batches (PD1 and MD) in
the last periods of ripening (6-8 and 8-10 wk; Supple-
mental Tables S1 and S2, https://doi.org/10.3168/jds
.2020-18160). There is high similarity between defects
PD1 and MD in soft cheese from the textural viewpoint
when the product is at the final stage of ripening. Ac-
cordingly, when the LDA models included both defects
in the same group (PD1+MD), the percentages of the
total external samples recognized were higher than 90%
for 6 to 8 and 8 to 10 wk of ripening (Table 6). Figure 4
displays the 40 and 25 cheese samples ripened during 6
to 8 and 8 to 10 wk, respectively, projected in the plane
of the 2 DF. The LDA model based on the ultrasonic
data of samples with 6 to 8 wk of ripening allowed for
differentiation of the 3 groups. Different values of AT
50 and FFTy5; had a relevant role in the differentiation
of PD1+MD and PD2 samples, whereas k and v were
the best discriminant parameters for differentiation of
ST samples. In samples at 8 to 10 wk, all 3 cheese
groups were located in distinct regions of the DF plane.
In particular, ST cheese samples were well separated
along DF1, whereas DF2 separated PD1+MD samples
from PD2 samples by different values of v, AT 40, E,
and VT.

CONCLUSIONS

In this paper, we discuss the usefulness of the ul-
trasound parameters to the quality control of the soft
cheese Torta del Casar during ripening, confirming the
high correlation between several ultrasonic parameters
and both the physicochemical and textural properties
of the final cheese product. To the best of our knowl-
edge, in soft cheese, such as Torta del Casar, this is
the first literature study to report the discrimination of
defective cheeses during ripening by analyzing the ul-
trasonic parameters and, in turn, validating the on-line
capability of ultrasound for nondestructive evaluation
of the soft cheese-making process. During the intervals
of 6 to 8 and 8 to 10 wk of ripening, cheese samples
included in PD1 and MD batches differed from the con-
trol in the attenuation values (mainly for AT 40 and
AT 50). On the contrary, discrimination of cheeses with
the PD2 defect (excessive pressure) was mainly based
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Figure 4. Cheese samples grouped into batches (ST = standard;
DP1 = defective pressure; DP2 = excessive pressure; MD = anomalous
microbial population) and variable loadings projected on discriminant
function (DF) 1 and 2 planes for samples at 6 to 8 and 8 to 10 wk of
ripening. £ = bulk modulus; v = Poisson’s ratio; £ = Young’s modulus;
FFT;; = fast Fourier transform frequencies corresponding to the 75th
percentile; AT= attenuation quantified in terms of the time taken to
receive the energy; VT = ultrasound velocity in the transverse direc-
tion.
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on different values of some velocity-related ultrasound
parameters, such as v, k, E, and VT.
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Supplemental Table S1. Prediction of group membership of “Torta del Casar” cheese

sample of 68 weeks of processing based on the LDA model performed.

Predicted membership group

Total
Batch PDI1 PD2 S DM
Computed classes

Count! PD1 1 0 1 6 8
PD2 0 11 0 0 11
S 0 0 10 2 12
DM 9 0 0 0 9

%? PDI 125 0 12.5 75 100
PD2 0 100 0 0 100
S 0 0 83.3 16.7 100
DM 100 0 0 0 100

Predicted classes

Count! PD1 3 1 1 3 8
PD2 0 11 0 0 11
S 0 0 10 2 12
DM 7 0 0 2 9

%?* PD1 375 12.5 12.5 37.5 100
PD2 0 100 0 0 100
S 0 0 83.3 16.7 100
DM 77.8 0 0 22.2 100

"Number of cases correctly classified.
ZPercentage of cases correctly classified.
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Supplemental Table S2. Prediction of group membership of cheese sample of 8—10
weeks of processing based on the LDA model performed.

Predicted membership group

Total
Batch PDI PD2 S DM
Computed classes
Count! PD1 1 1 0 2 4
PD2 0 8 0 0 8
S 0 0 8 0 8
DM 5 0 0 0 5
%> PD1 25 25 0 50 100
PD2 0 100 0 0 100
S 0 0 100 0 100
DM 100 0 0 100
Predicted classes
Count! PD1 3 1 0 0 4
PD2 0 7 0 1 8
S 0 0 8 0 8
DM 5 0 0 0 5
%> PD1 75 25 0 0 100
PD2 0 87.5 0 12.5 100
S 0 0 100 0 100
DM 100 0 0 0 100

"Number of cases correctly classified.
ZPercentage of cases correctly classified.
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Supplemental Figure S1. Detail of the core of four batches of “Torta del Casar” cheese
at the end of the ripening time: Standard batch (S), Pressing defect batch (PD1),

Pressing excess batch (PD2), and Microbial defect batch (MD)
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The relationship between the quality attributes and the ultrasound parameters of Protected Designation of Origin
(PDO) soft-bodied cheeses from “Torta del Casar” and “Queso de la Serena” was studied. Cheese samples were
taken from six different dairy industries (three for each PDO) in two different seasons. Ultrasound parameters
related to velocity, attenuation and frequency were calculated and correlated with the physico-chemical,
microbiological, rheological and sensorial properties of the cheeses. Several ultrasonic parameters showed a
high correlation with changes in the physico-chemical, textural and sensorial properties of this product, which
were partially associated with microbial activity. Among these, stand out the negative correlation of the sensorial
descriptor “firmness” with bulk modulus (k). The predictive models achieved by the multivariate linear
regression method (MLR) showed the highest correlation coefficients for firmness by texture compression
analysis (TCA) and the sensory descriptor “intensity”, including as the explanatory variables for both models, fast
Fourier transform (FFT) frequencies and attenuation parameters. This work highlights the on-line capability of
ultrasound for non-destructive quality assessment of this traditional and heterogeneous soft cheese based on the
predictive potential of several secondary ultrasonic parameters.

1. Introduction coagulant depends on the diversity of the natural cardoon populations

harvested, the flower ripening stages and their drying conditions

Protected Designation of Origin (PDO) Spanish and Portuguese soft-
bodied cheeses are highly appreciated by consumers. Although their
manufacturing and ripening processes vary, they are always made from
raw ewe’s milk without any added starter culture and an aqueous
infusion of dried flowers of Cynara cardunculus L. as rennet, which gives
them unique sensory properties. In the region of Extremadura (Spain)
are located two of the most appreciated Protected Designations of Origin
cheeses of this type: “Torta del Casar” and “Queso de la Serena”. How-
ever, the final characteristics of these traditional chesses presents great
variability depending on the milk-clotting activity of the vegetable
coagulant and the indigenous microbiota present in raw ewe’s milk
(Ordiales et al., 2013 a, b; Tabla et al., 2016). The quality of a vegetable

(Ordiales et al., 2012); these factors influence both the physico-chemical
parameters in the initial stages of cheese processing and the texture and
sensorial properties of the final product (Ordiales et al., 2014). Likewise,
the absence of a starter culture can lead to uncontrolled growth of un-
desirable microorganisms that adversely influence the texture and taste
of this type of cheese (Ordiales, Martin, et al., 2013; Tabla et al., 2016),
resulting in consumer dissatisfaction. Thus, industries and distributors
have a great interest in the quality control of soft-bodied cheeses such as
“Torta del Casar” and “Queso de la Serena” by fast, reliable and
non-destructive techniques mainly for their rheological characterization
and classification.

Ultrasound-based technologies have been proposed as a quality-
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Table 1
Ultrasonic parameters related to velocity.
Parameters Equations
UPVs" d/TOFg d: distance between
transducers
TOFg: shear wave time of
flight
UPV,” d/TOFy, TOF,: longitudinal wave time
of flight
Young’s modulus p: specific weight
(B):
p-UPV2-(3UPV2 — 4UPV2)
UPVlzz — UPVZ
Shear modulus p = p-UVP?

(u):

Bulk modulus (k): o — p-(3UPV? — 4UPVZ)

3
Lamé’s constant 4 = p-(UPVZ — 2UPV2)

A):
Poisson’s ratio (UPV? — 2UPV2)

W YT 2.(uPv2 — UPVE)

@ Ultrasonic shear velocity.
b Ultrasonic longitudinal velocity.

control tool to determine the optimum cut time during cheese
manufacturing (Jimeénez et al., 2017; Koc & Ozer, 2008) and to screen
process anomalies in-line (Crespo et al., 2020; Telis-Romero, Vaquiro,
Bon, & Benedito, 2011). Contact or non-contact low-frequency ultra-
sound has also been used to evaluate the texture of different types of
cheeses, such as Manchego, Mahon and Cheddar (Benedito, Carcel,
Sanjuan, & Mulet, 2000; Benedito, Carcel, Gonzalez, & Mulet, 2002;
Benedito, Simal, Clemente, & Mulet, 2006; Cho, Irudayaraj, & Omata,
2001; Cho & Irudayaraj, 2003; Nassar et al., 2010). However, most of
the studies carried out to detect texture defects in cheeses and other
foods have been achieved on the basis of changes in ultrasonic velocity
and, exceptionally, the attenuation when the echoes are clearly
perceived on the A-scan. Nonetheless, other secondary ultrasound pa-
rameters, such as the frequency components extracted from fast Fourier
transform (FFT) and attenuation, less commonly used in the literature,
have shown a high characterization and discrimination capacity, being
successfully applied to different food matrices (Gonzalez-Mohino,
Jiménez, Paniagua, Perez-Palacios, & Rufo 2019 a; Gonzalez-Mohino,
Jiménez, Rufo, et al., 2019; Jiménez et al., 2017). The physical prop-
erties of cooked pork loin associated with the relevant sensory attributes
have been significantly (p < 0.05) correlated with ultrasound parame-
ters, especially with those related to the FFT and attenuation
(Gonzalez-Mohino et al., 2021). Likewise, in the discrimination of
defective cheeses during the soft cheese-manufacturing and ripening
processes by ultrasound, attenuation and ultrasonic parameters related
to the FFT play a relevant role (Crespo et al., 2020).

The objective of this work was to assess the feasibility of ultrasound
as a tool for quality control of PDO soft-bodied raw ewe’s milk cheeses,
relating the ultrasonic parameters with the physico-chemical, microbial,
textural and sensorial characteristics of the cheeses. In addition, ultra-
sonic parameters related to velocity, FFT and attenuation were used to
construct regression models to predict the sensory attributes of chesses.

2. Materials and methods
2.1. Cheese sampling

“Torta” cheese samples with approximately 700 gr and dimension of
11 cm (diameter) and 5.5 cm (height) were collected at the end of the
ripening process (60 days) from six different dairy industries, three from
“Torta del Casar” PDO (Casar batch) and three from “Queso de la Ser-
ena” PDO (Serena batch), in two different seasons, winter and spring. Six
cheese per industry in each season were collected at random and
transported under refrigerated conditions (<5 °C) for ultrasonic
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inspection. Subsequently, all other assessments were conducted in less
than 72 h. All cheese samples were stored under refrigerated conditions
(<5 °C) until analysis. Each determination was performed in duplicate
for every cheese sample (n = 72).

2.2. Ultrasonic measurements

The cheeses, stored at 5 °C, were immediately inspected ultrasoni-
cally using contact techniques in through-transmission (T-T) mode
following the experimental set-up and methodology previously
described by Crespo et al. (2020) in “Torta” cheese. In order to check the
dependence of the propagation velocity with the frequency of the ul-
trasonic signal used, it was decided to inspect the samples with two
resonance frequencies different. For this issue, two different pairs of
shear wave transducers of 250 and 500 kHz frequencies, models
V150-RB and V151-RB, respectively, were used (Olympus Panametrics
NDT, Waltham, MA, USA). For emission and reception of the ultrasonic
signals with the V150-RB and V151-RB transducers, the pulser-receiver
models 5058 PR and 5077 PR (Olympus Panametrics NDT) were used,
respectively. For the acquisition and digitisation of the signals, the
pulser-receiver units were connected to an InfiniiVision DSO-X 3032A
oscilloscope from KEYSIGHT (350 MHz bandwidth, 4 GSa/s sample rate
and 10,000-point record length), which stored the data (.csv format) of
the displayed signals for subsequent processing and analysis.

The parameters related to the velocity of the ultrasound are shown in
Table 1. For each piece of cheese, constants were calculated according to
the expressions established by the American Society for Testing and
Materials (ASTM International, 2008) in protocol ASTM D2845-08. Fast
Fourier transform (FFT) frequencies corresponding to the 25th, 50th,
75th and 99th (FFTqs, FFTsg, FFT75 and FFTqg, respectively) percentiles
of the received signals in the cumulative frequency periodograms of the
FFT and the highest amplitude frequency, as well as the attenuation
quantified in terms of the time taken to receive the energy (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% and 90% of the total energy received,
denoted as AT 10, AT 20, ..., AT 90, respectively), expressed as a mul-
tiple of the TOF (neTOF), were also recovered (Cerrillo, Jiménez, Rufo,
). These parameters were determined along the centre of opposite faces
of the specimens for each of the selected inspection frequencies.

2.3. Microbial counts

The cheeses were cut aseptically and a core sample of approximately
10 g was placed under sterile conditions in a stomacher bag and diluted
10 times with sterile peptone water. (Condalab, Madrid, Spain). After
homogenisation for 120 s in a stomacher instrument (Lab-Blender 400
Seward Lab., London, England), serial 10-fold dilutions were performed
with sterile peptone water, and aliquots of 0.1 mL from each dilution
were inoculated onto agar plates. Plate count agar (PCA, Condalab;
30 °C/24 h) was used for enumeration of aerobic mesophilic bacteria
(AMB); de Man, Rogosa and Sharpe (MRS; Condalab) agar acidified to
pH 5.6 with acetic acid (10%) for mesophilic (MLAB) and thermophilic
lactic acid bacteria (TLAB) after incubation at 30 °C and 42 °C for 48 h,
respectively; Slanetz and Bartley (SB, Condalab; 37 °C/48 h) for
enterococci; Baird-Parker agar (BP, Condalab; 37 °C/48 h) supple-
mented with potassium tellurite and egg yolk emulsion (Condalab) for
gram-positive catalase-positive cocci (GPCPC); Violet Red Bile Glucose
agar (VRBG, Condalab; 30 °C/24 h) for enterobacteria; Violet Red Bile
Lactose agar (VRBA, Condalab; 37 °C/24 h) for coliforms; chromogenic
tryptone bile X-glucuronide agar (TBX, Condalab; 44 °C/24 h) for
Escherichia coli and Potato Dextrose agar (PDA, Condalab; 25 °C/4 days)
acidified to pH 3.5 with a sterilised solution of tartaric acid (10%) for
yeast and moulds.

2.4. Physico-chemical analysis

Dry matter, moisture, fat, protein and NaCl contents were
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Table 2
Descriptive statistics of ultrasonic parameters measured in the cheese batches.
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Ultrasonic parameter Transducer V150-RB

Transducer V151-RB

Mean SD* %RSD" Min® Max* Mean SD %RSD Min Max
Velocity-related parameters
UPV, (m/s) 1,571 95 6.06 1,101 1,731 1,611 65 4.02 1,316 1,703
UPVs (m/s) 789 74 9.39 561 940 834 74 8.88 574 1,018
UPVg/UPVy, 0.502 0.032 6.36 0.430 0.610 0.518 0.039 7.61 0.420 0.610
Young’s modulus (E) (N/m?) 1.63E+09 3.09E+08 19.00 7.82E+08 2.36E+09 1.79E+09 3.09E+08 17.27 8.96E+08 2.54E+09
Poisson’s ratio (v) 0.330 0.030 9.22 0.200 0.390 0.313 0.041 12.98 0.200 0.390
Bulk modulus (x) (N/m?2) 1.60E+09 2.35E4+08 14.67 6.60E+08 2.03E+09 1.63E+09 2.18E+08 13.41 1.00E+09 1.97E+09
Shear modulus () (N/m?) 6.14E+08 1.27E+08 20.71 3.00E+08 9.17E+08 6.84E+08 1.34E+08 19.62 3.22E+08 1.06E+09
Lamé’s constant (1) (N/m?) 1.19E+09 2.13E+08 17.85 4.60E+08 1.67E+09 1.17E+09 2.32E+08 19.80 5.10E+08 1.57E+09
Frequencies
HAF (Hz) 274,666 46,009 16.75 125,219 420,787 341,683 137,617 40.28 164,703 604,222
FFTos (Hz) 247,145 33,041 13.37 160,815 321,881 288,721 78,570 27.21 164,866 486,103
FFTso (Hz) 283,882 27,224 9.59 226,368 357,645 388,151 94,559 24.36 224,336 580,465
FFT75 (Hz) 323,080 27,019 8.36 251,319 420,787 500,362 83,706 16.73 290,768 691,910
FFTg9 (Hz) 514,269 60,324 11.73 380,305 630,755 754,806 64,038 8.48 603,658 913,680
Attenuations
AT 10 1.41 0.31 21.91 1.06 2.19 1.29 0.23 17.97 1.04 2.14
AT 20 1.58 0.41 25.88 1.07 2.77 1.43 0.33 23.03 1.05 2.50
AT 30 1.74 0.48 27.89 1.10 3.07 1.56 0.40 25.59 1.05 2.79
AT 40 1.88 0.55 29.26 1.11 3.21 1.70 0.48 28.48 1.07 3.11
AT 50 2.06 0.62 30.20 1.12 3.36 1.87 0.56 30.13 1.08 3.37
AT 60 2.27 0.71 31.24 1.16 3.76 2.09 0.64 30.74 1.11 3.75
AT 70 2.56 0.86 33.48 1.19 4.28 2.36 0.76 32.17 1.14 4.24
AT 80 2.88 0.98 34.06 1.24 4.88 2.78 0.93 33.36 1.21 5.30
AT 90 3.64 1.21 33.12 1.30 6.14 3.51 1.12 31.90 1.51 6.59

@ SD: standard deviation.

b o6RSD: relative standard deviation expressed as a percentage.
¢ Min (minimum); Max (maximum).

4 HAF: Highest amplitude frequency.

determined according to standard methods: dry matter and moisture
(International Organization for Standardization, 2004), fat (Interna-
tional Organization for Standardization, 2008), protein (International
Organization for Standardization, 2014) and NaCl (International Orga-
nization for Standardization, 2006a). The acidity (lipolysis index) was
measured by the titration method as described by De Filippis, Genovese,
Ferranti, Gilbert, and Ercolini (2016).

2.5. Texture assessment

To evaluate the rheological characteristics of cheese samples, two
different assays were conducted using a TA.XT2i Texture Analyzer
(Stable Micro Systems, Godalming, UK). In both assays, the operational
parameters of the instrument were as follows: pre-test speed, 3 mm/s;
test speed, 2.00 mm/s; post-test speed, 10.00 mm/s; distance, 10.0 mm
and trigger force, 25 g. Firstly, a texture compression analysis (TCA) was
performed by fitting the analyzer instrument with a 30-kg load cell
(Stable Micro Systems, Godalming, UK) and spherical stainless-steel
probe (P/1S). Cheese sample at 5 °C were positioned under the probe
and measured on both sides (top and bottom) in the centre. In total, two
measurements per cheese were carried out. The values for firmness (g)
and stickiness (g) of the cheese were calculated using the Exponent
software version 5.0.4.0 (Stable Micro System).

In addition, a texture spreadability analysis (TSA) was performed
using an HDP/SR spreadability probe and instrument equipped with a 5-
kg load cell (Stable Micro Systems). The cheeses were tempered at 20 °C,
and a sample from the core of the cheese was packed into the lower cone
with a spatula and measured at 20 °C. In the resulting graphs, firmness
(g) and work of shear (g-s) were measured as the maximum peak and the
area under the first curve using Exponent software version 5.0.4.0
(Stable Micro System), while the maximum negative peak was used to
calculate the stickiness (g) of the sample, and the maximum negative
area the work of adhesion (g-s).

2.6. Sensory evaluation

To evaluate the sensory quality of the cheese, a descriptive analysis
was performed according to international standard methods by a panel
of 20 panellists. Members of the panel were previously selected and
trained under International Organization for Standardization standards
(International Organization for Standardization, 2006b) with samples of
commercial “Torta” cheese. All sessions were conducted in a sensory
panel room conditioned at 20-22 °C and 60%-70% relative humidity in
cabinets equipped with white light (6000 °K). Before the analysis, the
cheeses were equilibrated at sensory room temperature. A portion of
approximately of 10 g of cheese paste and 4 cm? of rind per sample was
presented individually in a plastic dish for tasting. Samples were 3-digit
coded, and presented in random order. Between samples, mineral water
and bread were supplied for cleansing the palate. In each session, only
three different cheese samples were evaluated. Twelve sensory attri-
butes related to the colour of the paste and rind (from light yellow to
dark yellow), texture (firmness and creaminess), taste (salty, acidic,
bitter, spicy and astringent), pungency sensation and flavour (intensity,
persistence and rancidity) were assessed quantitatively using a struc-
tured numerical scale scored from 0 (low intensity) to 9 (high intensity).
Two panel replicates were carried out on each sample. The response to
each attribute for each panellist was determined as the mean value of his
or her responses. In addition to this descriptive evaluation, a panel of 50
untrained consumers evaluated the samples for overall acceptability.

2.7. Statistical data analysis

Data were analysed statistically using SPSS Statistics, Version 21.0
for Windows (Armonk, NY: IBM, Inc.). Descriptive statistics of the ul-
trasonic, microbial, physico-chemical, textural and sensory de-
terminations between the two PDO samples was studied by one-way
analysis of variance (ANOVA) and separated by Tukey’s honestly sig-
nificant differences test (p < 0.05). The relationship between ultrasonic
parameters and microbial, physico-chemical, texture and sensory data of
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Table 3

Microbial, physico-chemical and textural parameters of soft cheeses.
Parameters” Casar batch Serena batch P value

Mean SD %RSD Max Min Mean SD %RSD Max Min

Microbial parameters (log CFU g~ 1)¢
AMB 8.6 0.4 4.5 9.0 8.0 8.8 0.2 2.2 9.1 8.6 0.334
MLAB 8.3 0.4 4.7 8.7 7.8 8.7 0.2 2.8 8.9 8.4 0.067
TLAB 6.1 0.8 13.1 6.8 4.7 5.6 1.4 24.2 7.4 4.0 0.505
GPCPC 5.1 0.5 9.9 5.6 4.4 4.9 1.1 23.6 6.4 3.5 0.661
Enterococci 6.4 0.9 13.7 6.9 4.7 5.6 0.7 12.4 6.5 4.9 0.090
Enterobacteriaceae 5.8 1.6 28.5 7.6 3.6 5.9 1.0 16.5 7.0 4.7 0.842
Total coliforms 5.5 1.9 34.1 7.4 3.0 5.6 1.0 17.4 6.7 4.5 0.826
Yeasts 3.3 0.7 19.9 4.1 2.6 4.0 0.4 10.7 4.3 3.1 0.068
Moulds 0.06 0.14 245 0.33 0.00 0.07 0.16 245 0.40 0.00 0.901
Physico-chemical parameters
Moisture (%) 46.7 3.5 7.6 50.4 40.3 45.8 21 4.6 49.3 43.6 0.627
Total protein (%) 21.4 0.9 4.3 22.5 20.2 21.1 0.8 3.9 22.6 20.4 0.509
Total protein DM" (%) 40.4 2.5 6.2 42.9 37.3 39.0 2.0 5.1 42.2 37.1 0.323
Fat (%) 29.4 2.9 9.9 32.8 25.6 29.1 3.2 10.9 33.8 25.3 0.860
Fat DM (%) 55.1 4.2 7.6 58.8 47.8 53.6 4.4 8.3 60.2 47.2 0.550
Salt (%) 2.3 1.0 43.6 4.4 1.5 2.1 0.7 33.4 3.5 1.5 0.715
pH 5.8 0.3 5.0 6.1 5.4 5.4 0.2 3.7 5.6 5.1 0.025
Acidity (mg KOH g™ 1) 12.8 5.1 39.6 18.1 5.6 8.1 3.2 39.8 12.1 3.2 0.088
Texture compression analysis (TCA)
Firmness (g) 3796 3120 82.2 9986 1670 3412 2209 65 7349 1121 0.811
Stickiness (g) —39.8 39.4 —-99.0 —4.8 —-113 —-28.7 25.6 —89.5 —-3.7 -59.0 0.574
Texture spreadability analysis (TSA)
Firmness (g) 723 635 87.8 1593 73 805.8 317.3 39.4 1288 363 0.782
Work of Shear (ges) 0.028 0.023 81.7 0.070 0.008 0.022 0.011 52.0 0.041 0.008 0.549
Stickiness (g) —449 395 —-87.9 -50 —987 —606 318 —53 —193 —-995 0.467
Work of adhesion (g«s) -166 108 —65.0 —56 —-320 -230 112 —49 -72 —383 0.337

@ SD: standard deviation; %RSD percent relative standard deviation.
> pMm: Dry mater.

¢ AMB: aerobic mesophilic bacteria; MLAB: mesophilic lactic acid bacteria; TLAB: thermophilic lactic acid bacteria; GCCPC: Gram-positive catalase-positive cocci.

Table 4

Sensory descriptive attributes of soft cheeses and their correlation with overall acceptance.

Sensory attributes Casar Serena P value' Overall Accep.?
Mean SD %RSD Max Min Mean SD %RSD Max Min Coef Sig.

Appearance (rind) 7.63 0.49 6.5 8.2 7.0 5.34 1.84 34.4 8.0 3.2 0.014 0.612 o

Appearance (paste) 4.43 0.60 13.4 5.2 3.7 4.00 0.98 24.5 5.6 2.6 0.378 0.214

Firmness 4.20 0.52 12.4 5.1 3.6 4.15 0.63 15.2 5.1 3.3 0.899 -0.371

Creaminess 6.34 0.51 8.0 6.8 5.5 6.17 0.83 13.4 7.3 5.0 0.660 0.561 *

Salty 5.41 0.45 8.3 6.2 5.0 4.91 0.44 9.1 5.5 4.4 0.078 0.568 *

Bitter 4.27 0.45 10.6 4.9 3.7 3.61 0.36 10.0 4.0 3.0 0.019 0.485

Spicy 3.81 0.54 14.2 4.6 3.2 3.00 0.37 12.4 3.3 2.3 0.013 0.552 *

Acid 4.70 0.45 9.5 5.4 4.2 4.36 0.55 12.6 5.2 3.7 0.278 0.338

Astringent 3.99 0.44 11.2 4.8 3.7 3.52 0.30 8.4 3.9 3.2 0.058 0.445

Rancid 2.50 0.37 15.0 2.8 1.9 2.17 0.32 14.6 2.7 1.9 0.129 0.203

Intensity 6.63 0.40 6.0 7.3 6.1 5.93 0.40 6.8 6.4 5.2 0.013 0.612

Persistence 6.37 0.45 7.1 6.9 5.6 5.75 0.48 8.3 6.1 4.8 0.043 0.509 *

1Black font indicates significance (p < 0.05) between batches.

20verall Accep.: Overall acceptance Coef: Pearson correlation coefficient for each sensory descriptive attribute; Sig: Sig (two-tailed) value; *: Sig <0.05; **: Sig <0.01.

the cheese specimens was evaluated by Pearson correlation coefficients
(r) and principal component analysis (PCA). Finally, a multivariate
linear regression analysis (MLR) was applied to the data using a stepwise
regression model to explore the capacity of ultrasonic parameters to
predict the variables studied.

3. Results and discussion
3.1. Ultrasonic parameters
The results obtained for the ultrasonic parameters determined in the

cheese batches are presented in Table 2. The ultrasonic longitudinal
velocity (UPV},) showed mean values of 1,571 and 1,611 m s ! for the

V150-RB and V151-RB transducers, respectively. This ultrasonic
parameter is the simplest and most reliable measurement for evaluation
of the food properties, including different types of cheese (Benedito,
Sanjuan, Carcel, & ; Gallo, Ferrara, & Naviglio, 2018). In general, the
values reached in our study were in close agreement with those found in
other works for the soft cheese “Torta del Casar” (Crespo et al., 2020)
but lower than those found for firm-textured cheese. For Manchego
cheese, mean values of ultrasonic velocity ranged from 1,622 to 1,679
m s~! at 8 °C, very similar to those found for fully ripened Cheddar
cheese at 12 °C (1,677 m s~ 1) with transducers of 1 MHz and a crystal
diameter of 1.9 cm (Benedito et al., 2000a, 2006). In the case of Mahon
cheese, a linear relationship between the ultrasonic velocity in cheese
cubes and the maturation time was found, attributed to changes in
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Fig. 1. Loading plot (A and C) and score plot (B and D) after principal component analysis of the quality attributes and ultrasound parameters of the soft-bodied
cheeses “Torta del Casar” and “Torta de la Serena” in the planes defined by the three first principal components (PC1 and PC2; PC2 and PC3) Microbial parame-
ters (@): TLAB (Bt); GPCPC (Mc); Enterococci (Ec); Enterobacteriaceae (TE); Yeasts (Y). Physico-chemical parameters (®@): Moisture (H); Total protein (TP); Total
protein DM2 (TPdm); Fat (TF); Fat DM (TFdm); Salt (S) and Acidity (Ac). Rheology parameters (®): TSA Firmness (Fir); TSA Work of Shear (Sh); TSA Stickiness (St);
TSA Work of adhesion (Ad); TCA Firmness (Fir2) and TCA Stickiness (St2). Sensorial parameters (@): External appearance (Ra); Internal appearance (Ap); Firmness
(Fir_s); Creaminess (Cr); Salty (S); Bitter (B); Spicy (Sp); Acid (Ac); Astringent (Ast); Rancid (R); Intensity (Int); Persistence (Per) and Overall acceptance (OA). “Torta

del Casar” (A); “Torta de la Serena” (A); winter season (_1); spring season (_2).

textural parameters during ripening (Benedito, Carcel, Clemente, &
Mulet, 2000). The ultrasonic shear velocity (UPVg) and the velocity ratio
(UPVs/UPV]) were also determined, and the elastic constants were
calculated from the ultrasonic velocity measurements. From these pa-
rameters, UPV showed the lowest relative standard deviation (RSD;
4.02-6.06%), whereas Lamé’s constant (1) and the Shear modulus (x)
presented the highest coefficients of variation (17.85%-19.80% and
19.62%-20.71%, respectively). In general, these results are concordant
with those obtained by Crespo et al. (2020) for “Torta del Casar” during
ripening, the level of dispersion for the parameters being related to the
higher velocity obtained with the V150-RB than with the V151-RB
transducer. These authors also observed that the %RSD values of the
frequency measures were higher for the V151-RB than for the V150-RB
transducer, mainly for the highest amplitude frequency, showing
40.28% of the variability in this study. In this sense, it should also be
noted that for all the frequency parameters (FFTos, FFTso, FFT75 and
FFTqg), the values obtained with the V151-RB transducer were clearly
higher than those obtained with the V150-RB, precisely due to the lower
frequency of the latter. Regarding the attenuation-related parameters,

slightly higher values were observed in those obtained with the V150-RB
transducers, which is logical in the sense that higher values of these
attenuation parameters are indicative of a lower attenuation of the ul-
trasonic waves (Crespo et al., 2020), which must obviously occur with
the waves emitted by the lowest frequency transducer, in our study, the
V150-RB. In addition, the dispersion data ranged from 17.97% (AT 10
for the V151-RB transducer) to 34.06% (AT 80 for the V150-RB trans-
ducer). The high variability found for some ultrasound parameters may
be linked to dataset variability in the physico-chemical and texture pa-
rameters associated with the sensory quality of cheese.

3.2. Microbiological analysis

The counts of AMB and MLAB were higher than 8 log CFU g ! in both
batches studied, showing slightly higher mean values of MLAB counts (p
= 0.067) in the Serena batch than in the Casar batch (Table 3). MLAB are
reported to be the predominant microbial groups during the ripening of
soft ewe’s milk cheeses clotted with vegetable rennets, such as “Serra da

” »

Estrela”, “Serpa”, “Queso de la Serena” and “Torta del Casar” cheese (Del
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Statistical indicators, MLR coefficients and their significance for the developed MLR models for the TCA parameter firmness and sensorial attribute using a stepwise

regression technique.

Response variables

Firmness (TCA)

Sensorial attribute “Intensity”

Model Summary

R 0.928 0.918
R-squared 0.861 0.843
R-sq (adj)* 0.809 0.785
Std error 1130 0.24
ANOVA
F-values 16.5 14.4
P values 0.001 0.001
Coefficients Explanatory variables Explanatory variables
Term (Intercept) F7s Fog AT 60 (Intercept) F. VL Fog
Unstd Coeff."
B —30198 0.18 —0.04 —1584 7.550 3.7E-06 —3.0E-03 4.3E-06
Std. Error 6452 0.029 0.012 639 2.476 7.7E-07 1.2E-03 1.8E-06
Std Coeff.”
Beta 1.200 —0.686 —0.373 0.707 —0.363 0.361
t-value —4.681 6.26 —3.283 —2.479 3.049 5.035 —2.380 2.369
P value 0.002 0.000 0.011 0.038 0.016 0.001 0.045 0.045
VIF? 2.115 2.519 1.300 1.008 1.190 1.185

# R-sq (adj): Adjusted R-squared.

> Unstd Coeff.: Unstandardized coefficients.
¢ Std Coeff.: Standardized coefficients.

4 VIF: Variance inflation factor.

Pozo, Gaya, Medina, Rodriguez-Marin, & Nunez, 1988; Goncalves et al.,
2018; Ordiales, Benito, et al., 2013; Tavaria & Malcata, 1998), in which
they commonly reach viable numbers of 8 log CFU g™! by the time of
consumption. The rest of the bacterial groups studied ranged from 4.9
log CFU g~! of GPCPC in the Serena batch to 6.4 log CFU g~! of
enterococci in the Casar batch. This last microbial group seemed to
present (p < 0.1) higher counts for the Casar batch, while TLAB, GPCPC
and Enterobacteriaceae did not present significant differences. These
microbial populations are considered typical of chesses made from raw
milk (Freitas & Malcata, 2000). Enterobacteriaceae showed the greatest
variability in the Casar batch with a %RSD value of 28.5%, in contrast to
AMB and MLAB with %RSD values lower than 5% for both batches
studied.

Regarding fungal counts, the mean values of the yeast counts were
higher than 3 log CFU g™, in agreement with the results reported in
other works (Ordiales, Martin, et al., 2013), with higher mean values (p
= 0.068) observed in the Serena batch. In the case of mould, the counts
found in the paste of the cheeses were unremarkable (Table 3).

3.3. Physicochemical parameters

The values of physicochemical parameters for the cheese batches are
presented in Table 3. There were no statistically significant differences
(p > 0.05) in the moisture, total protein, fat and salt concentration
(calculated from chloride concentration) between the two batches
studied, with ranges of 45.8%-46.7%, 21.1%-21.4%, 29.1%-29.4% and
2.1%-2.3%, respectively. In general, these results were similar to those
reported for other soft cheeses, including “Torta del Casar” (Ordiales
et al., 2014; Roa, Lopez, & Mendiola, 1999; Sanjuan et al., 2002).
However, significant differences were found for pH values between the
batches, probably reflecting the metabolic activity of MLAB in this type
of raw ewe’s milk cheese during ripening. In fact, the lower pH value in
the Serena batch may be associated with the higher MLAB count found
in this batch. Salt concentration and acidity showed the highest vari-
ability in physicochemical parameters, with %RSD ranges of 33.4%-—
43.6% and 39.6%-39.8%, respectively. On the contrary, pH and total
protein presented %RDS values equal to or less than 5%.

3.4. Texture analysis

Table 3 also shows the descriptive statistics of TCA and TSA pa-
rameters in the two batches studied. For TCA, the mean values of
firmness and stickiness ranged from 3412 to 3796 g and from —39.8 to
—28.7 g, respectively; the absence of differences between the two type of
cheeses was mainly due to the great intra-batch variability found in
these parameters (%RDS higher than 65). The mean values of the TCA
parameters are similar to those observed for other cardoon-coagulated
cheeses with extensive proteolysis (Crespo et al., 2020). In the same
way, the results for TSA parameters did not show any differences among
the studied batches, and the observed value ranges were comparable to
those previously reported for this type of cheese (Delgado, Rodri-
guez-Pinilla, Gonzalez-Crespo, Ramirez, & Roa, 2010). Again, the
intra-batch heterogeneity was obvious, the variability of TSA parame-
ters clearly higher for the Casar batch with %RSD values over 65%,
whereas for the Serena batch, the values reached were lower than 52%.
This highlights the need to non-destructive assessment of these essential
parameters for the quality of this type of cheese.

3.5. Sensory analysis

The results for the sensory descriptive attributes of the cheeses and
their correlation with overall acceptance are shown in Table 4. In terms
of variability, the descriptors showed similar %RDS values for both
batches studied except for acceptance descriptors, which showed a
higher dispersion in the Serena batch (data not shown). The values of the
attributes rind appearance, bitter, spicy, intensity and persistence were
higher for the Casar batch. Except for the descriptor “bitter”, all of them
were correlated with overall acceptance together with creaminess. The
relation between creaminess and overall acceptance in the sensory
analysis has been broadly described for soft-bodied cheese associated
with not only the proteolytic activity of the vegetable rennet but also the
microbial population (Guiné, Tenreiro, Correia; Tavaria & Malcata,
2003). A high enzymatic activity in this type of cheese has also been
related to such descriptors as bitter, spicy, intensity and persistence
(Ordiales et al., 2014). However, with respect to the descriptor firmness,
differences found between both batches were not significant (p < 0.05),
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Fig. 2. Comparison between the observed and predicted values of firmness
(TCA) (A) and the sensorial attribute “intensity” (B) for multiple linear
regression (MLR) and overall acceptance (C) for simple linear regression (SLR).

and its variability in this study (%RDS 12.4-15.2) was not significantly
correlated with overall acceptance.

3.6. Relationship of microbial, physico-chemical, textural and sensory
parameters with ultrasonic parameters

Correlations of the ultrasound parameters obtained using both
transducers (V150-RB and V151-RB) with microbial, physico-chemical,
textural and sensory parameters evidenced that the V150-RB transducer
performed better than the V151-RB transducer (Table S1). Thus, ultra-
sonic parameters obtained with the V150-RB transducer were used for
principal component analysis (PCA) (Fig. 1).

The PCA of the microbial, physico-chemical, textural, sensory and
ultrasonic parameters showed major differences among the cheese
samples manufactured in different PDO, allowing their discrimination
(Fig. 1B). PC1 accounted for 29.84% of the variance and was mainly
defined by attenuation in the positive axis and most of the velocity-
related parameters along the negative axis; however, it was also
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defined by several sensory parameters and, to a lesser extent, by mi-
crobial counts (MLAB and AMB) (Fig. 1A). Concretely, the descriptors
firmness (Fir_s) and persistence (Per) showed the most significant
negative correlation with « (R = —671 and —689, respectively), whereas
for rind appearance (Ra), the highest absolute value of the correlation
coefficient was with 4 (R = —734) and E (R = —715). The common terms
“firmness”, “rigidity” and “stiffness” can be related to x, y and E,
respectively (Ludger & Teixeira, 2007). The shear modulus (x) is con-
cerned with the deformation of the cheese when a force is applied par-
allel to its surface; therefore, cheeses with a rigid and well-formed rind
would be shown lower values for this ultrasonic parameter.

The PC2 and PC3 explained 19.13% and 16.60% of the variance,
respectively (Fig. 1C), being able to observe a certain distribution of
samples according to the season produced (Fig. 1D). PC2 was defined by
the TSA texture parameters (stickiness and work of adhesion by the
positive axis; firmness by the negative axis), fat acidity index, pH,
sensorial descriptors (rancid, astringent, spicy and bitter) and to a lesser
extent by microbial counts (GPCPC and enterobacteria) (Fig. 1C). The
contribution to the lipolytic and proteolytic activities of these microbial
groups can explain their relation to the abovementioned parameters.
The relationship between textural and proteolytic activity has been
described for this type of cheese, observing that the degradation of the
casein matrix decreases the hardness and consistency of “Torta del
Casar” and increases their adhesiveness during ripening (Delgado et al.,
2010). High pH values in “Torta del Casar” have been associated with
the buffering effect generated by the products of protein hydrolysis
(Ordiales et al., 2014), which also contribute to bitter peptide accu-
mulation in cheese (Broadbent, Strickland, Weimer, Johnson, & Steele,
1998). In addition, the microbial lipolytic activity in cheeses yielded free
fatty acids, some of them associated with spicy and rancidity descriptors
(Salles et al., 2002). Several sensory parameters, including some of those
mentioned above, presented the highest correlation coefficients
(>0.683) with the frequency parameter FFTg9 and HAF, such as the
descriptors salty, spicy, fat acidity index, intensity and overall accep-
tance (Fig. 1C). Therefore, structural changes in the cheeses associated
with higher microbial proteolytic and lipolytic activities may explain
these correlations. With respect to PC3, it was defined by other fre-
quency parameters (FFTys, FFTso and FFT75) and UPVg/UPVy, in the
positive axis and mainly by v in the negative axis (Fig. 1C). This last
ultrasound parameter showed the highest positive values for the corre-
lation coefficient (R = 0.639) with total protein DM, whereas FFTy5
presented a significant correlation (R = 0.604) for the texture TCA
parameter firmness. The latter result would suggest that stiffer samples
would favour the transmission of higher-frequency ultrasonic waves.
The rest of the physico-chemical parameters were not clearly associated
with any PC, and their explained variability was distributed over the
three PCs studied.

In order to predict the behaviour of the microbial, physico-chemical,
textural and sensory parameters of the cheeses by the ultrasonic pa-
rameters as predictor variables, the multivariate linear regression
method (MLR) was employed (Table 5). The predictive models for the
TCA parameter firmness and sensory descriptor intensity showed the
highest correlation coefficients (r = 0.928 and 0.918, respectively),
indicating that 80.9% and 78.5% of the variation in these relevant
variables for the quality of cheeses could be predicted from several
secondary ultrasound parameters, according to the adjusted determi-
nation coefficient (adj-Rz) of the MLR models (Table 5). The explanatory
variables to predict the outcome of TCA firmness were FFT;5, FFTgg and
AT60, whereas in the case of the sensory descriptor intensity they were
HAF, VL and FFTy9, showing no collinearity between variables for both
models (VIF >10). This last ultrasound parameter also provided the best
adjusted simple linear regression model to the values of overall accep-
tance. Based on the regression models achieved, the relationship be-
tween ultrasound parameters and TCA firmness, sensory descriptor
intensity and overall acceptance is shown in Fig. 2. Therefore, in order to
interpret these results, the role of the hitherto secondary ultrasound
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parameters in cheese quality control, such as FFT and attenuation,
should be recalled. The attenuation values were already shown to be a
useful tool for discriminating soft cheeses with different defects (Crespo
et al., 2020), whereas FFT and attenuation showed the greatest signifi-
cance in their linear correlations with parameters of texture for cooked
pork loin (Gonzalez-Mohino et al., 2021).

4. Conclusion

In this study, we discussed the usefulness of ultrasound parameters in
the quality control of soft cheeses, confirming the high correlation be-
tween several ultrasonic parameters and changes in the physico-
chemical, textural and sensorial properties of this product, which are
partially associated with microbial activity. To the best of our knowl-
edge, in soft cheeses, such as “Torta del Casar” and “Queso de la Serena”,
this is the first literature study to report the predictive potential of
several secondary ultrasonic parameters for relevant quality attributes
of cheeses and, in turn, to validate the on-line capability of ultrasound
for non-destructive evaluation of soft-cheese quality at an industrial
level.
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Table S1. Significative correlation (sig <0.05) between microbial, physico-chemical,
textural and sensory parameters of soft cheeses with ultrasound parameters

Ultrasonic parameter Transducer V150-RB Transducer V151-RB
Micr.! Phys?.  Text® Sens“. Micr." Phys?.  Text® Sens*.
Velocity-related parameters
UPVL (m/s) -1,-12 2 -1
UPVs (m/s) -1 -35
UPVs/UPVL -3 8 4
Young’s modulus (E) -1,-12 -3
Poisson’s ratio (v) 3 1,-8 -4
Bulk modulus (k) -2,-12
Shear modulus (u) -1,-12 -3
Lamé’s constant (A) -12
Frequencies
6,7, 11,
HAF (Hz) 6 12 9
6,7,9,
FFT2s (Hz) -8,5 13
FFTso (Hz) -8 1 8
FFT7s (Hz) -8 1 8
5,7,8,
FFTeo (Hz) 13
Attenuations
AT 10 -1 -4 -1,3
AT 20 -1 -4 -1,3
AT 30 -1 -4 -1,3
AT 40 -1 -4 -1,3
AT 50 -4 -1,3
AT 60 -4 -1
AT 70 -4 -1
AT 80 -4 -1
AT 90 -1 -4 -1 -1

!Microbial parameters: AMB (1), MLAB (2), TLAB (3), GPCPC (4), Enterococci (5), Enterobacteriaceae (6), Total
coliforms (7), Yeasts (8), Moulds (9).

2Physico-chemical parameters: Moisture (1), Total protein (2), Total protein DM (3), Fat (4), Fat DM (5), Salt
(6), pH (7), Acidity (8).

3Textural parameters: TCA: Firmness (1), Stickiness (2); TSA: Firmness (3), Work of Shear (4), Stickiness (5),
Work of adhesion (6).

4Sensory analysis: Appearance (rind) (1), Appearance (paste) (2), Firmness (3), Creaminess (4), Salty (5), Bitter
(6), Spicy (7), Acid (8), Astringent (9), Rancid (10), Intensity (11), Persistence (12), Overall acceptance (13).

SBlack font: Sig value <0.01.
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