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INTRODUCCION.

El aroma del queso es uno de los factores mas importantes de los consumidores a la
hora de adquirir un producto. El perfil de compuestos volatiles refleja una imagen aproximada
del olor y aroma de los quesos. El flavor tipico cada variedad de queso es el resultado de un
complejo balance entre compuestos quimicos volatiles y no volatiles originados durante el
proceso de maduracién a partir de grasas, proteinas y carbohidratos de la leche (Fox &
Wallace, 1997); y como consecuencia de esto, cada producto tiene un perfil Unico y
caracteristico de compuesto volatiles (Plutowska & Wardencki, 2007). Es bien conocido que la
mayoria de los compuestos volatiles del aroma de un queso se forman principalmente durante
la maduracion. Las principales vias para la formacion de compuestos del flavor en queso son la
glucolisis, la lipolisis y la proteolisis. En la glucolisis, dependiendo de la variedad de queso, la
microflora y las condiciones de maduracion, el acido lactico puede ser metabolizado por
diferentes vias formando compuestos que contribuyen al flavor del queso. Los compuestos
derivados de la grasa formados por lipolisis y reacciones de oxidacion de lipidos, tales como
acidos grasos libres (AGL), ésteres, lactonas y cetonas, generalmente tienen bajos umbrales
de percepcion (Kinsella, 1975; Rothe et al., 1972; Siek et al., 1971). Los acidos grasos libres
son precursores de compuestos volatiles esenciales para el aroma (McSweeney & Sousa,
2000). Sin embargo, la proteadlisis de las caseinas da lugar a péptidos de pequefio a mediano
tamano y a aminoacidos libres, que probablemente contribuyen en menor medida al aroma de
la mayoria de variedades de queso.

La lipolisis es una reaccion quimica que se desarrolla durante la maduracion de los quesos. Los
acidos grasos libres (AGL) liberados durante la lipolisis, especialmente los de cadena media y
corta (C4:0-C8:0 y C10:0-C14:0, respectivamente), contribuyen junto los compuestos volatiles
formados y la protedlisis a la formacion del flavor del queso (McSweeney & Sousa, 2000;
Urbach, 1993). Los AGL de cadena larga (>14 atomos de carbono) se consideran menos
importantes para la formacion del aroma del queso, por sus elevados niveles umbral de
percepcion (Molimard & Spinnler, 1996). El grado de lipolisis depende mucho de la variedad de
quesos, es por ello que algunos autores han sugerido la posibilidad de caracterizar los quesos
segun su estado de maduracion teniendo en cuenta el perfil de AGL de cadena corta, media y
larga (Woo, Kollodge & Lindsay, 1984). La importancia de los acidos grasos libres como tal de
debe a que estos no solo son compuestos aromaticos por si mismos, sino que también actuan
como precursores de una serie de reacciones catabdlicas que participan en la formacién de
otros compuestos aromaticos como los metil cetonas, lactones, esteres, alcanos y alcoholes
secundarios (McSweeney y cols., 2000).

La cromatografia de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS), es un
método utilizado en la identificacion de compuestos volatiles responsables del aroma, pero es
siempre necesario incluir un paso previo que involucra la extraccién-preconcentracién de la
fraccion volatil (Wilkes et al., 2000). Entre estas técnicas destaca la Microestraccion de la Fase
Sdlida (SPME), desarrollada por Pawliszyn y colaboradores en 1990 (Kataoka et al., 2000). La
técnica SPME requiere sélo una pequefia cantidad de muestra y permite aislar los analitos
volatiles y semivolatiles a partir de matrices en estado sélido y liquido en poco tiempo, de una
forma sencilla. Por esta razén, hoy en dia la SPME es comUnmente usada para la extracciéon
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de compuestos responsables de flavor en queso (Coda et al., 2006; Guillén et al., 2004;
Hayaloglu & Brechany, 2007; Lecanu et al., 2002; Lee et al., 2003). Por otra parte la técnica de
cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama permite identificar y cuantificar los
acidos grasos libres bien sean volatiles (de cadena mas corta) o no volatiles (de cadena mas
larga) liberados durante la maduracion en los quesos. Estos compuestos, de acuerdo con otros
investigadores tienen gran importancia en la formacién de compuestos arométicos y sapidos
que proporcionan un aroma tipico y caracteristico a cada tipo de queso.

El perfil de compuestos volatiles de algunos quesos espafoles elaborados a partir de
leche cruda de oveja, con Denominacion de Origen Protegida (DOP), ha sido analizado en el
queso Manchego (Fernandez-Garcia et al., 2002a, b; Villasefior et al., 2000), La Serena
(Carbonell et al., 2002 a, b), Roncal (Izco & Torre, 2000), Zamorano (Fernandez-Garcia et al.,
2004b) e Idiazabal (Barron et al., 2007). Un gran rango de compuestos volatiles que
contribuyen al flavor se identificaron en esos quesos. Los cambios en su perfil volatil y en su
ratio pueden variar considerablemente lo que proporciona notas aromaticas diferentes y
caracteristicas que son asociadas con cada variedad de queso.

El queso blando con Denominaciéon de Origen Protegida (DOP) “Torta del Casar” se
produce en la region de Extremadura, al sureste de Espafia. Es un queso bien conocido con un
incremento en la produccién cada afo, ya que es muy apreciado por los consumidores por su
alta calidad y flavor unico. Este queso tiene una corteza semidura fina y ligera y una textura
muy blanda que hace que la pasta pueda salir a través de las grietas de la corteza. Se utiliza
leche cruda de oveja de las razas Merino o Entrefina (DOE 119/2001). No se utilizan cultivos
iniciadores para la maduracion de los quesos. La coagulacidn de la leche se produce mediante
cuajo vegetal, previamente obtenido a partir de la maceracioén de las flores del cardo (Cynara
cardunculus L.) en agua. Solamente los quesos de La Serena (Espana) y Serra da Estrela
(Portugal) se elaboran también con cuajo vegetal. El uso de leche cruda de oveja y plantas
coagulantes proporcionan a estos quesos un peculiar sabor ligeramente amargo y una textura
untuosa. Por otro lado, la aceptabilidad del queso por los consumidores principalmente
depende de sus cualidades sensoriales y, en este contexto, el flavor es determinante. Sin
embargo, el perfil aromatico de la Torta del Casar y los cambios durante la maduraciéon no se
ha estudiado aun a pesar de su importancia. Por lo tanto, el principal objetivo de este trabajo es
la caracterizacion del perfil aroméatico de la Torta del Casar a lo largo del proceso de
maduracion mediante la técnica SPME-GC/MS con objeto de conocer los compuestos mas
importantes que producen su aroma caracteristico.

MATERIAL Y METODOS.
Muestras.

Las Tortas del Casar fueron producidas a partir de leche cruda de oveja Merina. No se
afadieron cultivos inciadores o starters. Se utilizé cuajo vegetal obtenido a partir de las flores
del cardo Cynara cardunculus L. para coagular leche. La leche se calenté a 28-32 °C y la
coagulacion tuvo lugar después de 50-80 minutos. La cuajada fue cortada para incrementar el
area superficial y el movimiento del suero fuera de la cuajada. Posteriormente la cuajada se
deposité en moldes, donde fueron prensados durante 3-4 horas a una presion de 1-1.25
kg/cm?. Los quesos se salaron con cloruro sédico. El periodo de maduracion fue de 60-90 dias.
La legislacion no permite el consumo de estos quesos antes de 60 dias de maduracion ya que
estan hechos con leche cruda. Segun la regulacion de la DOP, las propiedades fisico-quimicas
deben ser: un minimo de 50% de contenido de grasa en materia seca, un pH de 5.2-5.9 y un
maximo del 3% de NaCl (DOE 119/2001).



Tabla 1. Composicién aproximada (pH, materia seca, grasa y contenido en proteina) de la Torta
del Casar durante la maduracion.

ESM

Dia 1 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Pz
pH 6.69° 5.22¢ 5.37*° 5.46° 0.09 0.001
Materia seca (%) 51.95° 55.00% 56.67% 57.78° 0.69 0.013
Grasa (%) en MS 53.89 55.92 57.33 57.42 0.81 0.388
Proteina (%) en MS 30.66 29.68 29.74 30.91 0.50 0.770

a, b, c, d: las diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey’s Test. P<0.05). ESM= Error Standard de la Media. MS= Materia Seca. *P: probabilidad.

Se adquirieron 4 quesos procedentes de 3 queserias diferentes de la DOP en cuatro estados
de maduracion, con 1, 30, 60 y 90 dias. Por tanto, un total de 48 quesos fueron analizados, 12
de cada estado de maduracion (Figura 1). De cada productor, cuatro quesos del mismo lote
fueron recogidos a cada tiempo de maduracion. Durante los primeros 60 dias de maduracion,
los quesos fueron madurados en cada queseria. La composicion de los quesos después de 60
dias de maduracion fue un 43.3% de humedad, 32.5% de grasa, 16.9% de proteina, un pH de
5.4 y un contenido en sal del 1.29%. Después de los 60 dias de maduracién, cuando los
quesos pueden salir al mercado, éstos fueron retractilados con film transparente y colocados
dentro de una caja de madera (un envase decorativo) para simular las condiciones de compra
de los quesos. El ultimo mes, los quesos envasados se mantuvieron en refrigeracion a 5°C. De
cada queso, se tomaron muestras de pasta del queso que fueron almacenadas a -20°C hasta
que fueron analizados (menos de 2-3 semanas).

| |
! !

DiA1 DIA 30 DIA 60 DIA 90
4 QUESOS 4 QUESOS 4 QUESOS 4 QUESOS
(=LOTE) (=LOTE) (=LOTE) (=LOTE)
1 X 3 QUESERIAS lxs lxa lxs
12 12 12 12
TOTAL 48 QUESOS

Figura 1. Disefio experimental del estudio de la Torta del Casar.



Analisis de compuestos volatiles (SPME-GC/MS.)

Para la extraccion de compuestos volatiles se empled el método de Lee et al. (2003).
Diez gramos de queso fueron colocados en un vial de 50 mL y se afiadié 10 mL de NaH.PO..
Se agité durante 30 min a 50 °C para acelerar el equilibrio de los compuestos volatiles entre el
espacio de cabeza y la matriz del queso. Entonces, se llevé a cabo la extraccion de los volatiles
por inyeccion de una fibra de Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano en el vial y expuesto
al espacio de cabeza durante otros 30 min a 50 °C. Las muestras fueron directamente
desorbidas en el puerto de inyeccion del GC a 250 °C. Los andlisis de los compuestos volatiles
fueron realizados en un cromatégrafo de gases VARIAN CP-3800 acoplado a un detector
selectivo de masas VARIAN modelo Saturn 2200. Los compuestos volatiles se separaron
utilizando una columna capilar HP Innowax de 60 metros de longitud, 0.25 mm de diametro
interno y 0.50 ym de grosor. El gas transportador fue He con un flujo de 1 mL/min. La
temperatura del programa fue isoterma a 40°C durante 10 min, entonces fue aumentada a
240°C al rango de 5°C min” y mantenida durante 11 min. La temperatura de la linea de
transferencia del GC/MS fue de 280 °C. El espectrometro de masas operé en modo de impacto
electrénico con una energia de impacto electrénico de 70 eV y un rango de recoleccion de
datos de 0.7 scan seg™ sobre un rango de masas de 40-650 m/z. n-Alcanos (Sigma R-8769) se
analizaron bajo las mismas condiciones para calcular los valores de los indices de retencion
(IR) de los volatiles. Los compuestos fueron identificados por:
1.- Comparacién con compuestos comerciales de referencia (Sigma),
2.- Comparacion de los IR con aquellos descritos en la literatura,
3.- Comparacion de sus espectros de masa con los contenidos en la libreria NIST y Varian.

Analisis de acidos grasos libres (AGL).

Los AGL se extrajeron siguiendo el método de De Jong and Bdings (1990) modificado. El
queso (1g), molido con 3g de Na2S0O4 anidro en una batidora analitica, se colocé en un tubo de
tapadera de rosca y se afiadieron 0.3mL de H2SO4 (2.5 M) y 50ul de una solucion de standard
interno (acido nonanoico a una concentracion de 8 mg/mL). A continuacién se afnadieron 3mL
de dietil éter/heptano (1:1 v/v) y se agité durante 3 min empleando un vortex. El sobrenadante
fue transferido a un tubo de tapon de rosca que contenia 1g de Na2S0O4 anidro. Esta operacion
fue repetida 3 veces. El extracto lipidico fue fraccionado utilizando una columna de
aminopropilo (AccuBond"SPE, Agilent Technologies, United Kingdom) que fue acondicionada
con 10mL de heptano. Para eluir los triglicéridos se afiadieron 10mL de cloroformo/2-propanol
(2:1 v/v), mientras que los AGL se eluyeron con 5mL de dietil éter conteniendo el 2% de acido
férmico. Se realizd una inyeccion directa de esta disoluciéon (1uL) para los analisis de
cromatografia de gases. Para cada muestra se realizaron dos extracciones. Los AGL extraidos
se analizaron en un cromatografo de gases HP 6890 ( Agilent Technologies, United States)
equipado con un inyector HP 7683, una columna FFAP (Agilent Technologies, 30m x 0.25mm
ID x 0.25um) y un detector FID. Las muestras fueron analizadas antes de las 24 horas
posteriores a la extraccion debido a la volatilidad del solvente empleado. Se empled un
muestrador automatico HP 7683 para la inyeccion de los AGL. Las condiciones cromatograficas
fueron las siguientes: una temperatura inicial de 50°C mantenida 1 min, hasta una temperatura
final de 240°C a un rango de 5°C/min mantenida 20 min. El flujo de He fue de 2mL/min y el split
ratio 1:10. Para cada acido graso se realiz6 una curva de regresién mediante el analisis del
incremento de las cantidades de los acidos grasos individuales (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
con cantidades fijas de estandar interno. Se calcularon ratios entre las diferentes fracciones
que fueron empleados como variables para el analisis: acidos grasos de cadena corta (AGCC,
C4:0-C8:0), acidos grasos de cadena media (AGCM, C10:0-C14:0), acidos grasos de cadena
larga (AGCL, C16:0, C18:0, C18:1 y C18:2) y acidos grasos insaturados (AGI, C18:1y C18:2).

Analisis estadistico.

Las diferencias en el perfil de compuestos volatiles y acidos grasos libres durante la
maduracién fueron analizadas mediante un analisis de la varianza (ANOVA) utilizando el
programa estadistico SPSS, version 14.0. También se aplicé el test de Tukey para comparar
los valores medios de los compuestos volatiles de diferentes dias de maduracién. Se han
calculado los valores medios y las desviaciones estandar. Las relaciones entre parametros se



calcularon mediante el analisis de componentes principales (ACP) utilizando el programa
Unscrambler 6.11.

RESULTADOS Y DISCUSION.

ESTUDIO 1: “Caracterizacion del perfil de compuestos aromaticos de la Torta del Casar
durante la maduraciéon mediante SPME-GC/MS”.

Los compuestos volatiles (Unidades de Area -UA- x 10°) aislados de la Torta del Casar
mediante SPME-GC/MS durante 90 dias de maduracion se muestran en la tabla 2. Un total de
46 compuestos fueron detectados: 13 acidos, 9 ésteres, 4 cetonas, 7 alcoholes, 3 aldehidos, 7
hidrocarburos aromaticos y 3 compuestos que no pueden ser clasificados en esos grupos. Se
encontraron diferencias significativas en las variaciones de los compuestos volatiles durante la
maduracién. Los niveles de la mayoria de los compuestos detectados aumentaron durante la
maduraciéon formandose ademas nuevos compuestos, mientras que pocos compuestos
disminuyeron a lo largo de la maduracién. Comparado con el dia 0, se encontré un importante
incremento del total de unidades de area (UA) analizadas en los primeros 60 dias de
maduracién, mientras que en los ultimos 30 dias, la cantidad de compuestos volatiles
incrementd ligeramente (dia 1: 230UA, dia 30: 808UA, dia 60: 1426UA, dia 90: 1530 x 10° UA).
Estos resultados muestran que a los 60 dias de maduracién cuando los quesos pueden ser
comercializados, éstos han desarrollado la mayoria de compuestos volatiles que forman su
perfil volatil caracteristico.



Tabla 2. Compuestos volatiles (UA x 10°) aislados a partir a partir de la “DOP Torta del Casar” a cuatro diferentes estados de maduracion

RI¥ Id. Método* Compuestos Dia 1 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Py

Acidos
1460  RERLTL 46ido acstico 7.37c£3.00 171 34b126 4 311.84a+101.59 339.05a86.49 ?'OO
1553  RERLTL 40ido propanoico 0.00b0.00 4.43b+3.65 21.08a+19.59 25.67a+11.16 ?'OO
1581 RI, T 4cido 2-metilpropanoico 0.00¢£0.00 15.87bct13.36  32.77abx22.15 46.452+27.69 200
1683 RF, T 4cido butanoico 12.78+2.85 56.06+40.67 121.63+284.26 16.59+4.69 20
1678 RF. T 4cido 3-metilbutanoico 1.40c+1.41 7832063.42 207.08a£531.92  Lov oarl003 902
1736 RI, 71 4cido pentanoico 0.40b0.40 0.61b£0.58 1.57a0.87 0.49b1.14 g.oo
1817 RF, Tl 4cido hexanoico 35.95b+4.25 87.23a+45.89 36.94b29.67 28.02b+38.59 ?'OO
i T 4cido (E)-3-hexenoico 30.88+99.06 0.000.00 23.14+18.85 35.36+30.51 037
1905 T 4cido acético 6.18+14.49 1.22+0.51 1.27+.40 0.55+1.02 o2
2064 RF, TI 4cido propanoico 34520+17.32  63.76at11.58  62.84a+11.90 69.12a+15.87 (1"00
; m 4cido 2-metilpropanoico 0.00b0.00 37'40""“1 9.1 40.05a+26.53 53.742+62.59 2'00
2113 RF, Tl 4cido butanoico 51.42b+7.27 56.83b+21.27 71.50a9.93 57.15b10.26 g.oo
2486 RF, i acido 3-metilbutanoico 102020139 10572132 99 23a119.02 3.73b4.05 501
Porcentaje (%)* 81.8 71.0 70.6 61.5

Esteres
go2  RRRLT 4cido acético etil ester 0.00b+0.00 4.85a+2.53 4.04a+5.12 3.01a+1.16 9.00
1041 ~ RERLT acido butirico efil ester 0.12c£0.23 3.42b+1.29 6.03ab+4.34 7.50a+4.72 0.00



1070 T 4cido butanoico-3-metil, etilester 1.54ab+1.58 2.60a+1.38 1.50ab+0.77 1.23b+1.13 o
11217 1 22{2‘; acetico-3-metil-1-butanol - 540,40 g 1.36b+0.87 1.19b+1.07 2.70a+1.51 (1"00
1232 RERLTI 4cido hexanoico etil ester 0.33b+0.50 13.64a£9.01 8.21a4.12 12.82a+6.01 9.00
1202 1 4cido 4-hexenoico etil ester 0.00¢0.00 0.08¢£0.13 1.46b1.36 4.35a+2.43 9.00
1438~ RERLT 4cido octanoico etil ester 0.23¢+0.44 11.05a+5.41 6.77b+3.18 10.84a+4.36 900
- L 4cido butanoico propil ester 1.48b+1.94 0.72b0.41 ;73'28abi242'2 ‘2129'83"”‘1’269'0 2'00
- RF, T 4cido dodecanoico etil ester 0.00b+0.00 0.85b+0.40 22 27b+32.36 57.32a+44.81 200
Porcentaje (%) 0 10.9 19.0 24.5

Cetonas
g1g  RERLT 2-propanona 1.55a+0.59 0.51b£0.40 1.08abt1.47 0.28b0.36 g.oo
906  RbTI 2-butanona 0.29¢+0.43 0.96¢+0.83 41.70b+31.66 80.12a+52.11 200
1086 RORLTL 5 heptanona 0.00b+0.00 0.00b+0.00 0.06b+0.22 24.63a+9.87 200
1309  RLTI 3-hidroxi-2-butanona 0.17b+0.28 15.30a£21.04 4.34ab+1.71 6.06ab+1.53 8'00
Porcentaje (%) 0.9 2.1 33 7.3

Alcoholes
940 1 1-metoxi-2-propanol 2.02d+0.66 47.66a12.78  33.32b+11.94 22.40c+7.89 200
1026 ~ RERLTI 2-butanol 0.26¢+0.21 2.16c+1.74 12.50b+8.87 22 25a+15.67 9.00
1209  RERLT 3-metil-1-butanol 2.31c+1.65 49.392+18.33 22.34b£13.13 0.00c£0.00 ?'OO
12199 RLTI 2-metil-5-hexen-3-ol 0.16b+0.37 0.00b+0.00 0.00b+0.00 5.17a+4.43 0.00



1499 T 2.5-dimetil-3-hexanol 1.30ab+1.62 1.62a+1.44 0.90ab+0.90 0.25b+0.59 8'04
1508 1 2 4-hexadien-1-ol 0.00+0.00 0.44+0.39 0.47+0.38 2.93+7.43 8'22
- T 1-dodecanol 15.66446.20 0.000.00 3.03+2.79 3.88+3.47 g'37
Porcentaje (%) 95 125 5.1 37

Hidrocarburos aromaticos
1049  RLT benzenoacetaldehido 1.16a+1.01 0.19b20.20 0.27b+0.62 0.00b+0.00 (1)'00
1085  RbTI etildimetilbenzeno 0.00b+0.00 0.19b+0.31 0.00b+0.00 1.97a+1.03 (1)'00
1265  RL.TI estireno 1.040.80 0.6240.52 0.72+0.73 1.20£0.95 2'22
1531  RLTI benzaldehido 0.20b+0.37 0.44ab+0.21 0.36b+0.31 0.82a+0.62 g.oo
- RF, TI benzilalcohol 2.13£0.89 7.97+12.21 4.9045.65 9.63+4.79 g'%
1918 RF RLTI ¢ iietanol 0.00b+0.00 12.60a+3.58 12.44a+4.30 15.78a+5.14 ?'00
; Tl fenol 0.57b+1.43 2.30b+3.21 4.24ab+6.56 9.60a+10.32 3'00
Porcentaje (%) 22 3.0 16 25

Aldehidos

RI, Tl . 0.00

923 3-metilbutanal 0.56ab+0.29 1.07a+1.13 0.00b0.00 0.00b20.00 :
1422 T 2 4-hexadienal 0.49+0.38 0.260.25 0.10£0.18 0.33+0.64 (1“ 3
] RF, Tl dodecanal 0.00b20.00 0.00b20.00 1.51ab+2.16 2.72a+2.37 (1)'00
Porcentaje (%) 05 0.2 0.1 0.2

Otros
- RF, Tl 3-metilpentano 0.97a 0.78 0.03b£0.10 0.14b£0.47 0.00b0.00 0.00



- RF, TI

3-(metiltio)-1-propanol 171a+2.65 0.34ab0.23 0.61ab0.64 0.00b0.00 g.oz
2187 I 5-decalactona 0.00b+0.00 1.81ab0.76 3.17ab+1.68 5.20a+7.18 (1"01
Porcentaje (%) 22 3.0 1.6 25

wRI: indice de retencion, xMétodo de identificacion: RF, espectro de masas y tiempo de retencidn idénticos a los compuestos de referencia; R, espectro de
masas e indice de retencidon a partir de la literatura concordantes; Tl, identificacion tentativa mediante el espectro de masas. a,b, ¢, d: Diferentes letras en la

misma fila indican diferencias estadisticas significativas (Tukey’s Test, p<0.05). yP: Probabilidad. zPorcentaje (%): porcentaje de cada grupo quimico en cada
dia de maduracién del queso.
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La figura 2 muestra la evolucion de los compuestos volatiles agrupados por su naturaleza
quimica. El contenido de acidos grasos libres (AGL) totales aumentd durante la maduracion,
especialmente en los primeros 60 dias. Por lo tanto, (1) la lipolisis parece ser una importante
via de formacion de AGL lineales con mas de 4 atomos de carbono, (2) aunque los AGL mas
cortos pueden también originarse a partir de cetonas, ésteres y aldehidos mediante oxidacion
(Molimar & Spinnler, 1996), y (3) también mediante el metabolismo de lactosa, deaminacion de
aminoacidos y posiblemente oxidacion de lipidos que pueden también contribuir al total de
AGL. Los contenidos de ésteres detectados se incrementaron gradualmente a lo largo de la
maduracién. Las cetonas volatiles siguieron una tendencia similar a la descrita para los ésteres.
Sin embargo, los niveles de alcoholes se incrementaron en el primer mes de maduracion
mientras que disminuyeron después del dia 30. Esta disminucién podria ser debida
probablemente al incremento de ésteres, formados a partir de la esterificacion de acidos y
alcoholes ya que el nivel de acidos volatiles también tendid a disminuir al final de la
maduracion. Finalmente, el nivel de hidrocarburos aromaticos se incrementd al comienzo de la
maduracién pero su nivel se mantuvo constante.

1200 -
1000 -
800 -
600 - ODial
400 - mDia30
m Dia 60
200 -
mDia90
0 : : r—‘ : r—h
o5 & v & &
P <& & S <
v Q@ 2 S \3
¢ XS cﬁ“
? ¢
v.

Figura 2. Cambios de los grupos quimicos principales de los compuestos volatiles (UAx105)
aislados en el queso blando Torta del Casar durante la maduracién

Acidos grasos libres (AGL). La figura 3 muestra la evolucion de los AGL seguln su origen mas
probable de acuerdo con la literatura. Durante la maduracion de los quesos, los AGL se pueden
originar a partir de 3 vias bioquimicas principales: lipolisis, proteolisis y fermentacion de lactosa
(Curioni & Bosset, 2002). Las enzimas con actividad lipolitica (esterasas, lipasas) pueden
causar la liberacion de acidos grasos de cadena lineal (butanoico, pentanoico, hexanoico,
heptanoico, octanoico, decanoico y dodecanoico), mientras que las enzimas proteoliticas son
responsables de la formacion de acidos grasos de cadena ramificada (2-metilpropanoico, 3-
metilbutanoico) mediante la deaminacion de aminoacidos tales como valina, leucina e
isoleucina (Berdagué et al., 1987; Kuzdzal-Savoie, 1980, Curioni & Bosset, 2002). En este
caso, como los quesos son elaborados a partir de leche cruda, la lipolisis podria deberse a la
accion de lipasas propias de la leche, debido a que no se anadieron cultivos iniciadores para la
elaboracién de los quesos. Ademas, segun Stadhouders y Veringa (1973) y Urbach (1995), la
lipasas responsables de la produccion de AGL tienen su origen mas probable a partir de la
leche cruda que de las bacterias acido lacticas. En este sentido, muchos tipos de quesos
italianos elaborados a partir de leche cruda (ej. Parmigiano-Reggiano, Grana Padano,
Provolone) presentan altos niveles de lipolisis debido a la accién de las lipoproteinas lipasas de
la leche (Collins, McSweeney & Wilkinson, 2003).

Finalmente, el acidos acético y propionico podrian tener un origen microbiano como resultado
de la fermentacion de la lactosa debido a que los cambios en estos acidos han sido
previamente asociados al crecimiento de bacterias acidos lacticas y propidnicas (Ziino et al.,
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2005), respectivamente. El origen de los acidos (E)-3-hexenoico y (E;E)-2,4-hexadienoico no
esta claro en la literatura, por lo que no han sido incluidos en la figura.
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Figura 3. Evolucion de los acidos grasos libres (AGL) a lo largo de la maduracion segun su
origen mas probable. AGL con un origen microbiano (acido acético y propionico). AGL con
origen en lipolisis (butanoico, pentanoico, hexanoico, heptanoico, octanoico, decanoico y
dodecanoico). AGL con origen en aminoacidos (2-metilpropanoico, 3-metilbutanoico)

A dia 0, la mayoria de AGL detectados provienen de la lipolisis, mientras que los AGL
no tienen su origen en los aminoacidos o la degradaciéon microbiana. La cantidad de AGL con
origen en la lipolisis aumentd en el primer mes de maduracion, fue constante hasta el dia 60 y
entonces disminuyod. Los AGL procedentes de los aminoacidos aumentaron significativamente
en los primeros 60 dias de maduracion y posteriormente disminuyeron ligeramente hasta el dia
90. Los AGL con un origen microbiano aumentaron de forma importante durante la maduracion,
asi que a dia 90, los AGL con origen microbiano fueron los mas abundantes, seguidos por los
AGL con origen en los aminoacidos mientras que los AGL producidos a partir de la lipolisis de
triglicéridos fueron los menos abundantes al final de la maduracién. La elevada cantidad de
AGL derivados de los aminoéacidos podria estar relacionada con la elevada proteolisis de esos
quesos a lo largo de la maduracion como resultado de la adicion de un coagulante vegetal
(Carbonell et al., 2002a; Fernandez-Salguero & Sanjuan 1999).

Los compuestos volatiles mas abundantes en el espacio de cabeza de la Torta del
Casar en todos los dias de maduracion fueron los AGL (Tabla 3) con un porcentaje
comprendido entre el 61.5-81.8% del total. Los AGL ademas de proporcionar aroma por si
mismos son también son precursores de otros compuestos como metilcetonas, alcoholes,
lactonas, aldehidos y ésteres (revisado por Collins et al., 2003). Debido a sus bajos umbrales
aromaticos, los AGL de cadena corta y media contribuyen de forma importante al flavor en una
gran variedad de quesos (Brennand & Lindsay, 1989; Kraggerud et al., 2008; Moio & Addeo,
1998; Pinho et al., 2003; Tavaria et al., 2004; Woo & Lindsay, 1982; Zerfiridis et al., 1984).

Al comienzo de la maduracion, los AGL mas abundantes fueron los acidos hexanoico,
(E)-3-hexenoico, octanoico y decanoico. Sin embargo, a dia 90, se aislaron altas cantidades de
acido acético y acido 3-metilbutanoico. El contenido de &cido acético incrementé de forma
importante después de los 90 dias de maduracion y fue el mayor compuesto aislado en el
espacio de cabeza del queso blando Torta del Casar. En general, los contenidos de acido
acético, acido propanoico, acido 2-metilpropanoico, acido 3-metilbutanoico, acido octanoico y
acido 2,4-hexadienoico incrementaron significativamente (P<0.05) al final de la maduracion. Sin
embargo, los contenidos de los acidos butanoico, pentanoico, decanoico y dodecanoico
tendieron a disminuir después de 30 6 60 dias de maduracion, probablemente debido a su
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transformacion en otros compuestos quimicos, como ésteres. Altas cantidades de acido acético
y propanoico se aportan “olor a vinagre”, que puede ser relacionado con el sabor ligeramente
acido de algunos de estos quesos. El acido acético es también el mayor odorante de otros
quesos tales como Cheddar, Gruyere, Roncal y Emmental (Curioni & Bosset, 2002). El acido
acético se origina a partir de diferentes reacciones como la oxidacién de lactosa por bacterias
acido lacticas en condiciones de anaerobiosis y a partir del catabolismo (deaminacién oxidativa
y descarboxilacion) de la alanina y serina mediante de bacterias acido lacticas (Ur-Rehman et
al.,, 2000). El otro AGL mayoritario detectado, &cido 3-metilbutanoico, tiene su origen en la
rotura de proteinas, concretamente en el aminoacido leucina (Kuzdzal-Savoie, 1980) y
proporciona un “olor a rancio, a queso y a sudor” (Yvon & Rijnen, 2001). Algunos autores (Yvon
& Rijnen, 2001) han atribuido el origen de estos compuestos a la accion de mohos, que no es
muy probable en la Torta del Casar, teniendo en cuenta estudios microbiolégicos realizados en
la Torta del Casar (Caceres et al., 1997; Poullet et al., 1991; Poullet et al., 1993). Sin embargo,
esos compuestos pueden también originarse mediante oxidacién a partir de su respectivo
aldehido (3-metilbutanal podria proceder de la degradacion del aminoacido isoleucina, y
mediante oxidacion, podria formarse el acido 3-metilbutanoico); este origen ultimo parece ser el
mas probable en la Torta del Casar. Por otra parte, el acido propanoico tiene su origen en el
metabolismo de lactosa mediante Propionibacterium sp (Steffen et al., 1987) mientras que el
acido 2-metilpropanoico es producido mediante el metabolismo del aminoacido valina
(Molimard & Spinnler, 1996; Urbach, 1997). Los &cidos propanoico y 2-metilpropanoico
contribuyen con notas de “olor acre” al aroma del queso (Avsar et al., 2004).

La importancia de los AGL de corta y media cadena ha sido investigada en otros
quesos. Los acidos hexanoico y butanoico fueron los AGL mayoritarios aislados en los quesos
Provola dei Nebrodi (Ziino et al., 2005), Parmigiano (Bellesia et al., 2003) y en La Serena
(Carbonell et al., 2002a); mientras que en los quesos Gruyére (Rychlik & Bosset, 2001) y
Parmigiano los acidos butanoico y propanoico fueron los AGL mayoritarios detectados y en
quesos Cheddar, los acidos decanoico, octanoico y hexanoico (Ur.-Rehman et al., 2000). El
acido hexanoico es también un componente del flovor caracteristico de los quesos Padano y
Roncal (Curioni & Bosset, 2002), sin embargo, el acido mayoritario aislado en los quesos
Zamorano (Fernandez-Garcia et al., 2004b) e Idizabal (Barron et al., 2007) fue el acido
butanoico. Por otro lado, el acido octanoico fue otro acido abundante aislado en éste queso,
que afiade “olores a sudor, graso, rancio y acre” en diferentes tipos de quesos (Curioni &
Bosset, 2002), asi que podria afadir unas notas de olor agradables al aroma de la Torta del
Casar. Aunque el origen del acido (E)-3-hexenoico es desconocido, su nivel sigue una
tendencia opuesta al acido hexanoico que tiende a disminuir después de los 30 dias de
maduracién cuando el nivel del primero tiende a aumentar; asi que consideramos que hay,
probablemente, una relacion entre ambos compuestos.

El perfil volatil de los quesos de La Serena (Carbonell et al., 2002 a, b), que tienen
caracteristicas similares a la Torta del Casar (elaborados a partir del leche cruda de oveja,
empleo de coagulante vegetal), mostraron diferencias importantes ya que en ellos se
detectaron mas alcoholes y menos AGL. Estas importantes diferencias podrian ser explicadas
por los diferentes métodos de extraccién de compuestos volatiles empleados, ya que ellos
utilizaron “purga y trampa” y nosotros SPME. Mallia et al. (2005) compararon ambos métodos y
encontraron que las fibras de SPME fueron mas efectivas para la extraccién de compuestos
con puntos de ebullicion medios y altos, especialmente compuestos acidos, mientras que la
“purga y trampa” era mas efectiva para la extracciéon de compuestos muy volatiles y alcoholes.
Sin embargo, estas diferencias podrian ser también una evidencia del diferente perfil volatil de
ambos quesos.

Esteres. Los ésteres fueron los segundos compuestos mas abundantes aislados en el
espacio de cabeza de la Torta del Casar. Se forman a partir de la esterificacion de acidos
grasos de corta y media cadena y alcoholes. Los organismos implicados en la formacién de
ésteres son principalmente levaduras (Molimard & Spinnler, 1996), sin embargo algunas
bacterias del acido lactico y Micrococcaceae, asi como reacciones quimicas, también pueden
ser responsables (Gripon et al., 1991). La accién de las dos ultimas parece ser mas probable
en la Torta del Casar (Caceres et al., 1997; Poullet el al., 1991; Poullet et al., 1993).
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Debido al origen microbiano de los ésteres, sus niveles fueron bajos al comienzo de la
maduracion e se incrementaron al final, especialmente el acido butanoico propil éster (propil
butirato/butanoato), que ha sido también encontrado en otros quesos como el Cheddar
(Urbach, 1993), Fontina (Berard et al., 2007; Lawlor et al., 2001), Pecorino (Coda et al., 2006) y
en quesos espafnoles con DOP elaborados a partir de leche cruda de oveja: Idiazabal,
Manchego, Roncal, Zamorano y La Serena (Barron et al., 2005; Barron et al., 2007; Carbonell
et al.,, 2002a, b; Fernandez-Garcia et al., 2004b; Goémez-Ruiz, 2002). Este compuesto
proporciona notas de “aroma afrutado” al queso Ragusano (Curioni & Bosset, 2002).

Entre los ésteres, se detectaron 5 compuestos etil éster, 1 propil éster y 2 metil éster
que fueron los quimicamente mas complejos (acido butanoico 3-metil etil éster, acido acético 3-
metil 1-butanol éster). Como consecuencia, los etilésteres, debido a sus altas cantidades,
probablemente podrian contribuir de manera importante al flavor global del queso Torta del
Casar debido a que tienen bajos umbrales de percepcion y porporcionan notas afrutadas a los
quesos. Algunos de los compuestos mas odorantes detectados en queso son etilésteres como
el acido butanoico etil éster (Cheddar, Emmental, crema Gorgonzola, Grana Padano, Pecorino,
Ragusano) acido hexanoico etil éster (Cheddar, natural Gorgonzola, Grana Padano, Pecorino,
Ragusano), y el acido octanoico etil éster (Flor de Guia) (Curioni & Bosset, 2002). Segun de
Frutos et al. (1991), las notas afrutadas proporcionadas por los etil ésteres pueden minimizar la
fuerte rancidez derivada de los AGL ya que concentraciones excesivas de AGL pueden causar
un aroma rancio. De forma similar, Carbonell et al. (2002a) consider6 a los ésteres
constituyentes claves del aroma de los quesos de La Serena. Los ésteres fueron los
compuestos volatiles principales de otros quesos hechos a partir de leche cruda como:
Canestrato Pugliese, Pecorino Romano, Manchego, Roncal, Castellano, Zamorano (Barron et
al. 2005; Barron et al., 2007; Di Cagno et al., 2003; Fernandez-Garcia et al., 2004a, b; lzco &
Torre, 2000; Larrayoz et al., 2001; Martinez-Castro et al., 1991; Villasefior et al., 2000).

El incremento de algunos ésteres, como el acido butirico etil éster y el acido butanoico
propil éster, probablemente originado por la esterificacion del acido butanoico y un alcohol,
podria estar asociado con la disminucién de acido butanoico al final de la maduracioén, aunque
las diferencias no fueron significativas. Ademas, la reduccién de algunos alcoholes al final de la
maduracién podria también estar relacionada con el incremento de algunos ésteres tales como
el 3-metil-1-butanol éster y el acido acético 3-metil-1-butanol éster. Estos ésteres no han sido
aislados anteriormente en otros quesos, asi que podrian proporcionar notas aromaticas unicas
y caracteristicas a la Torta del Casar. Sin embargo, el acido hexanoico etil éster, que tiene un
marcado “olor a manzana inmadura”, y el acido butanoico etil éster mostraron un gran
incremento durante la maduracion; este comportamiento ha sido descrito también en otros
quesos de leche de oveja (Barron et al., 2007; Carbonell et al., 2002a; Di Cagno et al., 2003;
Mariaca et al., 2001).

Cetonas. Las cetonas son importantes componentes del perfil aromatico de la mayoria
de productos lacteos, aunque en este caso constituyeron solamente el 7.3% del total de
compuestos aislados a dia 90. Tienen olores tipicos y bajos umbrales de percepcion, asi que
su contribucién al aroma global de los quesos es significativa.

La 2-butanona y 2-heptanona fueron las cetonas mas abundantes detectadas durante
la maduracién. Apenas se aislaron en el dia 1, pero mostraron un marcado incremento tras 90
dias de maduracion, por lo que podrian jugar un papel importante en el aroma final de la Torta
del Casar. Este hecho también ha sido descrito en otros quesos con caracteristicas similares;
asi, 2-butanona y 2-heptanona fueron abundantemente aisladas en los quesos Zamorano
(Fernandez-Garcia et al., 2004b) y Manchego (Fernandez-Garcia et al., 2002a). Ademas, la 2-
butanona fue una de las cetonas mas abundantes en los quesos La Serena (Carbonell et al.,
2002a, b) y Castellano (Fernandez-Garcia et al., 2004a). Por el contrario, la 2-propanona
disminuy6 durante la maduracion; sin embargo, la 3-hidroxi-2-butanona o acetoina incremento
al comienzo de la maduracién pero después su nivel disminuyd ligeramente, por lo que
posiblemente este compuesto se transformé en otros y podria actuar como un compuesto
intermediario. La 2-propanona, 2-butanona y 2-heptanona son metil cetonas o 2-cetonas. Son
producidas por la B-oxidacion de acidos grasos libres, una via involucrada en la liberacion de
acidos grasos por lipolisis, su oxidacion a -cetoacidos y descarboxilacion a metil cetonas con
la pérdida de un atomo de C (McSweeney & Sousa, 2000).

14



Alcoholes. Los alcoholes fueron muy abundantes al comienzo de la maduracién con
un porcentaje entre el 10-12% del total de volatiles detectados en el primer mes de maduracion
(dia 30), mientras que su nivel disminuyé hasta el 3.7% al final de la misma. Estos resultados
contrastan con los obtenidos en otros quesos espafioles de leche cruda de oveja, ya que los
alcoholes fueron cuantitativamente el principal grupo quimico encontrado en el espacio de
cabeza de los quesos Zamorano (Fernandez-Garcia et al., 2004b), Manchego (Fernandez-
Garcia et al., 2002a), La Serena (Carbonell et al., 2002a) y Castellano (Fernandez-Garcia et al.,
2004a). Como se explicado anteriormente, es probable que la utilizacion de un método de
extraccion de compuestos volatiles diferente haya causado estas diferencias (Mallia et al.,
2005).

Los niveles de 1-dodecanol y 2,4-hexadienol no cambiaron a lo largo de la maduracion;
los niveles de 2-butanol y 2-metil-5-hexen-3-ol aumentaron al final de la maduracion, y los
niveles de 1-metoxi-2-propanol y 2,5-dimetil-1-hexanol alcanzaron su maximo a dia 30 y
después tendieron a disminuir. Esos patrones diferentes en los cambios de los alcoholes
volatiles durante la maduracion podrian deberse a las diferentes vias metabdlicas involucradas
en la formacion de alcoholes encontradas en queso: metabolismo de lactosa, reduccion de
metil cetonas, metabolismo de aminoacidos y degradaciéon de los acidos linoleico y linolénico
(Molimard & Spinnler, 1996).

La mayoria de los alcoholes detectados en la Torta del Casar han sido también
hallados en el espacio de cabeza de otros quesos con leche cruda de oveja (Fernandez-Garcia
et al., 1996, Mariaca et al., 2001; Fernandez-Garcia et al., 2004b).

Hidrocarburos aromaticos. Los compuestos fendlicos contribuyen positivamente al
flavor, pero cuando estan a altas concentraciones proporcionan notas desagradables al queso.
La mayoria de hidrocarburos aromaticos tienden a incrementar a lo largo de la maduracion
excepto el bencenoacetaldehido que no fue detectado en la Torta del Casar después de los 90
dias de maduracién. Asi que, los niveles de etildimetilbenceno, benzaldehido y fenol fueron
significativamente las mayores a dia 90, mientras que los niveles de feniletanol fueron mayores
después de 30 dias de maduracién y se mantuvieron constantes hasta el dia 90. Sin embargo,
las cantidades de estireno (vinilbenceno) y benzilalcohol no cambiaron durante la maduracién y
sus niveles fueron constantes. El estireno ha sido previamente encontrado en otros quesos
tales como Provola di Nebrodi (Ziino et al., 2005) y Camembert (Molimard & Spinnler, 1996), al
igual que el benzaldehido, feniletanol y fenol en el queso Mina Correa Lelles Nogueira et al.,
2005).

Algunos de los hidrocarburos aromaticos detectados proceden de la reaccion de
Strecker. El fenilacetaldehido deriva de la fenilalanina mediante la reaccion de Strecker (Sieber
et al., 1995). Por otro lado, la degradacién de Strecker de la fenilalanina es también
responsable de la produccién de feniletanol, probablemente por el metabolismo de levaduras
(Correa Lelles Nogueira et al., 2005). Se cree que la a-oxidacion de fenilacetaldehido produce
benzaldehido, que afnade notas aroméaticas a almendra amarga al queso (Molimard & Spinnler,
1996). Ambos compuestos mostraron cambios opuestos durante la maduracion lo cual
corrobora en cierto modo esta hipétesis.

Aldehidos. Los aldehidos no son compuestos mayoritarios en queso, debido a que son
rapidamente convertidos a alcoholes o a su correspondiente acido (Dunn & Lindsay, 1985;
Lemieux & Simard, 1992), asi que sus niveles a lo largo de la maduracion estuvieron entre el
0.1-0.5% del total de compuestos volatiles aislados. El bajo nivel de aldehidos seria indicativo
de que el queso ha alcanzado una maduracién 6ptima, debido a que concentraciones elevadas
de aldehidos pueden causar aromas desagradables (Moio & Addeo, 1998).

Los tres aldehidos que fueron aislados mostraron un comportamiento diferente: el 3-
metilbutanal fue detectado al inicio de la maduracién pero no a los 60 y 90 dias, el 2,4-
hexadienal no cambié a lo largo de la maduracién, y el dodecanal, que se detecté solamente
después de 60 dias de maduracién y alcanzé su mayor nivel en el dia 90. El primero es un
aldehido Strecker, mientras que los otros dos podrian formarse por la oxidacion lipidica de su
respectivo alcohol. Asi, el origen del dodecanal podria ser debido a la oxidacién del 1-
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dodecanol, ya que ambos mostraron un patron opuesto en cuanto a los cambios en la
maduracion, y lo mismo podria haber sucedido con el 2,4-hexadienal y el 2,4-hexadien-1-ol. El
dodecanal es un compuesto odor-activo con “olor a vainilla” aislado en el queso Ragusano
(Carpino et al., 2004).

Otros. Sdélo un alcano ramificado, el 3-metilpentano, se aislé al principio de la
maduracién, pero su cantidad disminuyd a lo largo de la maduracién y no se detecté a dia 90.
La contribucién de los hidrocarburos alifaticos al aroma global de la Torta del Casar podria ser
baja debido a que estos compuestos tienen elevados valores umbral.

Los compuestos sulfurosos son originados esencialmente a partir de la degradacion de
metionina como resultado de la rotura de una unién entre carbono y sulfuro mediante una
metionina-dimetiolasa (Yvon & Rijnen, 2001). El 3-metiltio-1-propanol o metionol es un
compuesto odor activo del queso Ragusano (Carpino et al., 2004). Sin embargo, este
compuesto tiene una importancia limitada en el aroma final de la Torta del Casar ya que no fue
detectado al final de la maduracion.

Solamente una lactona fue detectada, la 6-decalactona, que no fue aislada a dia 1 pero
su nivel increment6 a lo largo de la maduracion y las cantidades mayores se encontraron a dia
90. La &-decalactona es una de las lactonas mas comunmente detectadas en quesos. Las
lactonas aportan notas afrutadas y a fermentados cremosos dulces (Dufosse et al., 1994), asi
que podrian contribuir afiadiendo notas aromaticas agradables al aroma de la Torta del Casar.
Su origen no esta claro; son ésteres ciclicos en los que las funciones acido y alcohol
pertenecen a la misma molécula. Las &-lactonas pueden formarse a partir de 6-hidroxiacidos
seguidamente a su liberacién a partir de triacilglicéridos mediante lipolisis, por lo que la
concentraciéon de lactonas normalmente esta correlacionada con la extension de la lipolisis
(Collins et al., 2003). De acuerdo con esto, hemos encontrado una relaciéon similar entre los
AGL, que incrementan durante la maduracion y la formacién de lactonas.

Anilisis de la multivarianza. Un analisis de componentes principales (ACP) fue
llevado a cabo para explicar los cambios en los compuestos volatiles durante la maduracién. El
componente principal (PC) #1 y #2 explicaron 24% y el 12% de la variabilidad respectivamente.
La figura 4 muestra el diagrama resultante de las diferentes variables (coeficientes de los
vectores caracteristicos) para los dos primeros componentes principales (PC#1 and PC#2).
Aunque todos los volatiles fueron incluidos en el analisis, solamente los compuestos que
explicaron en mayor medida la variacion de los datos han sido identificados en la figura. En el
eje positivo en el PC#1, lejos del origen y explicando una parte importante de la varianza se
localizan compuestos volatiles mas abundantes en quesos con 90 dias de maduracion tales
como AGL (acido aceético, acido 3-metilbutanoico, 3-metilpropanoico), ésteres (acido acético 3-
metil-1-butanol ester), cetonas (2-heptanona, 2-butanona) y otros (2-butanol, dodecanal), sin
embargo, en el eje negativo del PC#1 estan compuestos relacionados con el flavor del queso al
comienzo de la maduracion (3-metilpentano, acido heptanoico, bencenoacetaldehido, 2-
propanona). En lo que se refiere a PC#2, algunos compuestos volatiles se localizaron en el eje
positivo del plano (3-metilbutanol, metoxipropanol, acido hexanoico etil éster o etil hexanoato)
mientras que otros se localizaron en la parte baja del plano en el eje negativo (acido hexenoico,
acido butanoico porpil éster o propilbutanoato).
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Figura 4. Diagrama generado después del analisis de componentes principales de las variables
en el plano definido por los dos componentes principales (PC1y PC2)

La distribucion de los compuestos individuales en los dos primeros componentes principales
(Figura 5) muestra 4 grupos de puntos separados, correspondientes a diferentes dias de
maduracién. Los quesos del dia 90 son localizados en el area positiva del PC#1 mientras que
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Figura 5. Diagrama resultante del analisis de los componentes principales de los compuestos
individuales en el plano definido por los dos componentes principales (PC1y PC2)
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en el area negativa estan aquellos que tienen 1 dia de maduracién. En el medio del plano se
localizan los quesos con 30 y 60 dias, asi que aunque el PC#1 no puede explicar las
diferencias entre esos grupos, sin embargo el PC#2 si podria hacerlo ya que los quesos de un
mes de maduracion estan en la parte superior y los de dos meses en la parta baja del plano.
Los compuestos volatiles localizados en los extremos de los ejes del PC#2 son mas
caracteristicos en el perfil de compuestos volatiles de quesos con 30 y 60 dias de maduracién.

ESTUDIO 2: “Cambios en la composicion de acidos grasos libres de la Torta del Casar durante
su maduracion”.

La figura 6 muestra la evolucion de los acidos grasos libres de cadena corta (AGCC,
C4:0-C8:0), 4cidos grasos de cadena media (AGCM, C10:0-C14:0) y acidos grasos de cadena
larga (AGCL, C16:0, C18:0, C18:1 y C18:2) durante la maduracién del queso Torta del Casar.
Las cantidades de AGCC, AGCM y AGCL aumentaron durante la maduracion, alcanzando los
valores mas elevados al final de la maduracion (dia 60) y después de un mes de refrigeracion
(dia 90). Los AGCC, que tienen un impacto significativo en el desarrollo del aroma
caracteristico del queso, tuvieron el mayor incremento. Se encontraron cantidades de AGCC
significativamente mayores (P<0.001) después de 90 dias de maduracion. Estos resultados se
deben a que las lipasas (procedentes de la leche y microorganismos) involucradas en la
maduracién del queso, liberan preferentemente AGCC (Collins y cols., 2003; Fuente, Fontecha
& Juarez, 1993). Ademas, las lipasas permanecen activas en quesos de leche cruda debido a
que su actividad se reduce por pasteurizacion (Collins y cols., 2003; McSweeney y cols., 2000).
Por otro lado, los AGCM se mantuvieron bastante constantes durante la maduraciéon aunque
las cantidades de AGCM fueron significativamente mayores al final de la maduracion
comparado con tiempos de maduracion mas cortos. Los AGCL incrementaron
significativamente hasta los 60 dias de maduracion, sin embargo, no se encontraron diferencias
entre las cantidades de AGCL a dia 60 y 90. Estudios previos en quesos con caracteristicas
similares a la Torta del Casar (leche cruda de oveja, cuajo vegetal) también han encontrado
incrementos de AGL durante la maduraciéon del queso, como son el queso de La Serena
(Fernandez-Garcia y cols., 2006) y el queso Serra da Estrela (Macedo y cols.1996; Partidario y
cols., 1998). En otros quesos de leche cruda de oveja tales como Idiazabal (Chavarri,
Bustamante, Santisteban, Virto, Barron & de Renobales, 1999), Manchego y Zamorano
(Fernandez-Garcia y cols., 2006) también se han encontrado incrementos en los AGL a lo largo
de la maduracién. Concretamente, el queso de La Serena, a pesar de tener un periodo de
maduracién mas corto mostrd una lipolisis mas marcada en comparacion con otros quesos de
tiempos de maduraciéon mas largos como son el Manchego y el Zamorano (Fernandez-Garcia y
cols., 2006). Chavarri y cols.(1999) encontraron incrementos de AGCC, mientras que los
AGCM se mantuvieron constantes y AGCL disminuyeron en la maduracion del queso Idiazabal
lo que coincide con los cambios encontrados en el queso Torta del Casar. No obstante,
Macedo y cols. (1996) encontraron un incremento similar para AGCC, AGCM y AGCL en el
queso Serra da Estrela. Las diferencias pueden ser debidas a las razas de ovejas, al periodo
de lactancia o la dieta de los rebanos, asi como los diferentes tiempos de maduracion de los
quesos y el tipo de cuajo empleado.
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Figura 6. Cambios en los acidos grasos libres (mg Kg™) durante la maduracién del queso Torta
del Casar.
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AGCC (acidos grasos de cadena corta: C4:0-C8:0), AGCM (acidos grasos de cadena media:
C10:0-C14:0), AGCL (acidos grasos de cadena larga: C16:0, C18:0, C18:1 y C18:2). a, b, c, d:
las diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (Test de Tukey. P<0.05).

La tabla 2 muestra las cantidades de acidos grasos libres (AGL) individuales durante la
maduraciéon del queso Torta del Casar. Las cantidades de AGL totales fueron similares a las
halladas por Fernandez-Garcia y cols.(2006) en la torta de la Serena pero mas bajas que los
valores encontrados por Macedo y cols.(1996) y Partidario y cols.(1998) en los quesos Serra da
Estrela, probablemente debido al menor tiempo de maduracidon de los ultimos (35 dias). Los
analisis de la varianza indicaron que el contenido de la mayoria de AGL se incremento6 durante
la maduracién (P<0.05), excepto los acidos valérico (C5:0) y margarico (C17:0), aunque sus
cantidades tendieron a aumentar. Se ha encontrado que las cantidades de estos acidos grasos
en quesos de leche cruda son un poco bajas e incluso a menudo no son detectados (Chavarri y
cols., 1999; Fernandez-Garcia y cols., 2006; Fuente y cols., 1993; Macedo y cols., 1996). El
acido valérico (C5:0), cuando esta presente, imparte al queso unas notas de aromaticas
percibidas como “olor a queso, a carne, a podrido” (Urbach, 1993). El incremento encontrado
para la mayoria de AGL tras 90 dias de maduracion fue especialmente marcado para los
acidos isovalérico (C5:0) y linolénico (C18:3), que no fueron detectados a dia 1 pero que
mostraron niveles elevados al final de la maduracién.

El contenido en acido acético (C2:0) incrementé significativamente (P< 0.001) durante
la maduracion y fue el AGL mas abundante en la Torta del Casar al final de la maduracion
(3901-6089 mg Kg'). El acido acético no es un producto de la lipolisis, procede de otras
reacciones bioquimicas a partir de la fermentacion de lactato o el metabolismo de aminoacidos
llevado a cabo por bacterias (Fox y cols., 1993). El elevado contenido de &acido acético
detectado concuerda con el analisis del perfil volatil del queso Torta del Casar, donde el acético
fue el principal acido volatil aislado (Delgado y cols., en revision). Los niveles de acético
encontrados fueron mayores que en otros quesos de leche cruda de oveja como el de La
Serena (Fernandez-Garcia y cols., 2006) y probablemente contribuye de forma notable al flavor
final del queso Torta del Casar afiadiéndole notas aromaticas “picantes y acres”.

A dia 1 de maduracion, el perfil de AGL de los quesos mostré niveles elevados de AGCL como
los acidos palmitico (C16:0), oleico (C18:1) vy linoleico (C18:2) (264.76 mg Kg™', 154.88 mg Kg'
and 303.93 mg Kg”, respectivamente), sin embargo, se detectaron cantidades inferiores de
AGCC y AGCM. Esto coincide con los resultados encontrados por Macedo y cols.(1996) para el
queso Serra da Estrela. Las mayores cantidades de AGCL encontradas en la Torta del Casar a
dia 1 pueden deberse a que los acidos palmitico y oleico son los predominantes en leche de
oveja. Por el contrario, cuando los quesos se encontraron en
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condiciones 6ptimas de consumo (60-90 dias), los AGCC fueron los AGL mayoritarios y entre
ellos los acidos butirico (C4:0) e isovalérico (iC5:0) seguidos de los acidos isobutirico (iC4:0) y
valérico (C5:0). Ademas, el calculo del indice de lipolisis (AGL liberados por dia) mostré que los
AGCC sufrieron mayor grado de lipolisis (17.26 mg Kg™ day') comparado con los AGCM (0.99
mg Kg'day') y los AGCL (4.88 mg Kg™'day™"). Estos resultados coinciden con los encontrados
por Chavarri y cols. (1999) en el queso Idiazabal, pero no coinciden con los de Macedo y
cols.(1996) en el queso Serra da Estrela, donde los AGCL, AGCM y AGCC tuvieron un valor
similar, probablemente debido a su corto periodo de maduracion (35 dias).

Tabla 3. Cambios en los acidos grasos libres (mg Kg™) del queso Torta del Casar durante los
90 dias de maduracion.

Acido graso Dia 1 Dia 30 Dia 60 Dia 90 ESM P>

Acético (C2:0) 410.80° 2393.73°  3900.78" 6089.35° 372.84 0.001
Isobutirico (iC4:0) 124° 3762 78.92 129.65° 10.35 0.001
Butirico (C4:0) 47.07°  11807®  649.21% 837.412 110.05 0.019
Isovalérico (iC5:0) 0.00°  388.30° 462.08° 550.24° 3247 0.001
Valérico (C5:0) 4486 4564 58.95 91.57 7.31 0.077
Caproico (C6:0) 856°  15.88° 16.50° 26.01° 127 0.001
Caprilico (C8:0) 430°  10.88° 14.92% 25.042 2.11 0.003
Caprico (C10:0) 3367°  49.51° 52,61 66.73° 2.56 0.001
Laurico (C12:0) 65110 7512 75.19 87.09° 2.12 0.002
Miristico (C14:0) 85.54°  99.11% 107.97% 119.62: 3.15 0.001
(Pg;‘;":"g)ecami“ 22316 2430 25.99° 26.61° 0.40 0.001
Palmitico (C16:0) 264.76"  326.88% 40542 376.65% 16.97 0.015
Palmitoleico (C16:1)  45.73° 5178 52.34° 55.96° 0.81 0.001
Margarico(C17:0) 5651  73.99 61.99 75.18 2.93 0.058
Estearico (C18:0) 87.56°  115.36" 282,720 140.90% 23.69 0.013
Oleico (C18:1) 154.88° 248.71% 25113 330.01° 16.42 0.001
Linoleico (C18:2) 303.93  314.87 330.29 330.19 3.93 0.040
Linolénico (C18:3) 0.00°  11.07° 8.44° 39.77° 3.77 0.001
Total AGL 1226° 2007 2935 3309° 157 0.001

a, b, c, d: las diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas
(Test de Tukey. P<0.05). ESM= Error Standard de la Media. *P: probabilidad. 'Acido acético no
incluido.

Los AGCC y AGCM juegan un papel importante en el flavor tipico de los quesos debido a que
poseen umbrales de percepcion considerablemente méas bajos y que proporciona notas
aromaticas caracteristicas a cada uno (Collins y cols., 2003). Los AGCC tienen mayor impacto
en el flavor del queso que los AGCM (McSweeney y cols., 2000), debido a su mayor volatilidad.
Entre los AGCC el acido butirico, el AGL mayoritario en este estudio (a excepcién del acido
acético), tiene un olor similar al queso rancio y tiene gran importancia en el flavor de quesos
como el Camembert, Cheddar, Gruyere, Pecorino, Raguso y Roncal (reviewed by Curioni &
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Bosset, 2002). Este acido graso podria contribuir significativamente al perfil aromatico de la
Torta del Casar debido a que la cantidad alcanzada al final de la maduracion (649.21-837.41
mg Kg') fue mayor que las encontradas en otros tipos de quesos elaborados con leche de
oveja cruda y con cuajo vegetal, como son los quesos de La Serena (Fernandez-Garcia y cols.,
2006) y Serra da Estrela (Macedo y cols., 1996; Partidario y cols., 1998). Ademas, el acido
butirico fue uno de los compuestos acidos volatiles aislados mas abundantes en el espacio de
cabeza de la Torta del Casar a los 60-90 dias de maduracién en el estudio realizado de forma
paralela del perfil de compuestos volatiles (Delgado y cols., en revision). El segundo AGL mas
abundante a los 60-90 dias de maduracién fue el acido isovalérico (462.08-550.24 mg Kg™') que
aporta aromas “a rancio, a queso, a sudoroso y a podrido”, y probablemente contribuye al
aroma a queso muy maduro (Yvon & Rijnen, 2001) caracteristico de la Torta del Casar.
Ademas, el acido isobutirico, que proporciona un olor a agrio al queso Cheddar, aumenté de
forma importante a lo largo de la maduraciéon de la Torta del Casar (Avsar, Karagul-Yuceer,
Drake, Singh, Yoon & Cadwallader, 2004). Los demas AGCC detectados en este queso, como
son el acido caproico (C6:0) y el caprilico (C8:0), pueden tener menor influencia en el aroma
final ya que sus cantidades fueron mas bajas a las obtenidas para los quesos de la Serra da
Estrela (Macedo y cols.,1996), Idiazabal (Chavarri y cols., 1999), La Serena, el Manchego y el
Zamorano (Fernandez-Garcia y cols., 2006). Por otro lado, las cantidades de AGCM fueron
similares a las de los quesos de La Serena (Fernandez-Garcia y cols., 2006) y de la Serra da
Estrela (Macedo y cols., 1996). El acido miristico fue el mas abundante en cada estadio de
maduracién coincidiendo con lo publicado por Fuente y cols.(1993) para quesos de leche de
oveja. Sin embargo, los acidos caprico (C10:0), ladurico (C12:0) vy el propio miristico (C14:0)
alcanzaron cantidades intermedias. Estos imparten al queso de leche de oveja cruda Roncal
“olores a leche, a corteza y a sudado” (Curioni y cols., 2002).

Tabla 4. Valores medios de los indices de acidos grasos libres (AGL) calculados durante los
cambios en la maduracién del queso Torta del Casar.

FFA index Dia 1 Dia 30 Dia 60 Dia 90 ESM pP?

AGCCltotal AGL 0.09° 0.30° 0.41% 0.46° 0.03 0.001
AGCM/total AGL 0.15° 0.11° 0.09° 0.09° 0.01 0.001
AGClL/total AGL 0.76° 0.58° 0.50% 0.45° 0.02 0.001
AGCC/AGCL 0.11° 0.53% 1.16° 1.31° 0.13 0.001
AGCM/AGCL 0.20 0.19 0.19 0.20 0.00 0.661
AGCC/AGCM 0.58° 2.83* 6.00° 6.61° 0.64 0.001
AGI/AGCL 0.54% 0.54% 0.49° 0.55° 0.01 0.033

a, b, ¢, d: las diferentes letras en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas
(Test de Tukey. P<0.05). ESM= Error Standard de la Media. *P: probabilidad. AGCC (acidos
grasos de cadena corta: C4:0-C8:0), AGCM (acidos grasos de cadena media: C10:0-C14:0),
AGCL (acidos grasos de cadena larga: C16:0, C18:0, C18:1 y C18:2) y AGI (acidos grasos
insaturados: C18:1 y C18:2)

Durante la maduracién del queso, los AGL de 4 o mas atomos de carbono pueden originarse a
partir de la ruptura de aminoacidos o a partir de la lipolisis de la grasa por la accién de lipasas
enddgenas de la leche que permanecen activas en quesos de leche cruda (Urbach, 1993)
como en la Torta del Casar. Los &cidos isobutirico e isovalérico se producen a partir del
metabolismo de los aminoéacidos valina y leucina, respectivamente (Molimard y cols., 1996). Sin
embargo, una proporcion menor de AGL se origina a partir de la degradacion de lactosa
(Curioni y cols., 2002). Aunque los lactococos poseen una baja actividad lipolitica, pueden
hidrolizar la grasa de la leche de forma significativa durante la maduracion del queso si estan
presentes a altos niveles y en ausencia de una flora superficial lipolitica (Fryer, Reiter &
Laurence, 1967). De hecho, Poullet y cols.(1993) aislaron importantes cantidades de lactococos
durante los primeros 15 dias de maduracion de la Torta del Casar. Ademas, los AGCC pueden
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también formarse a partir de cetonas, ésteres y aldehidos mediante oxidaciéon (Molimard y
cols., 1996).

La tabla 4 muestra los valores medios de los ratios de AGCC, AGCM y AGCL con respecto al
total de AGL y de los indices AGCC/AGCL, AGCM/AGCL, AGCC/AGCM y AGI/AGCL,
observados durante la maduracion de la Torta del Casar. Se encontraron diferencias muy
significativas (P<0.001) en todos los indices dependiendo del estado de maduracion del queso,
excepto para AGCM/AGCL (P>0.05) y AGI/AGCL (P<0.05). El ratio AGCC/total AGL aumenté a
lo largo de la maduracion y alcanzé el valor mas alto a los 90 dias (AGCC/total AGL= 0.46). Sin
embargo, los indices de AGCM y AGCL/total AGL disminuyeron durante la maduracion e
incluso se encontraron valores significativamente mas bajos al final de la maduracién. El
incremento significativo de los AGCC fue reflejado también por el incremento de los indices
AGCC/AGCL y AGCC/AGCM, mientras que el indice AGCM/AGCL mantuvo niveles constantes
durante la maduracién del queso. Fernandez-Garcia y cols.(2006) calcularon estos indices para
los quesos Manchego, Zamorano y La Serena y encontraron indices mucho mas bajos para
AGCC/total AGL, AGCC/AGCL y AGCC/AGCM que los reflejados en el presente trabajo. Estos
resultados podrian indicar que los AGCC tienen un importante papel en el aroma del queso
Torta del Casar debido a sus elevados niveles y bajos umbrales de olor. Es destacable, que el
indice AGI/AGCL fue muy similar al obtenido en los quesos de la Serra da Estrela (Macedo y
cols., 1996) y La Serena (Fernandez-Garcia y cols., 2006). Fernandez-Garcia y cols. (2006)
atribuyeron el alto contenido de acidos grasos insaturados del queso La Serena al uso de leche
de oveja Merina. Esta podria ser la razén de la uniformidad del indice AGI/AGCL en los quesos
La Serena, Serra da Estrela y Torta del Casar, ya que todos son elaborados a partir de leche
de la raza Merina.
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CONCLUSIONES.

1.- El perfil aromatico de la Torta del Casar muestra una gran complejidad por la gran variedad
y abundancia de compuestos volatiles detectados al final de la maduracion. Los elevados
incrementos de acidos grasos libres, ésteres y cetonas durante la maduracién muestran que
estos compuestos tienen una gran importancia en el perfil final de compuestos volatiles de la
Torta del Casar.

2.- El perfil de compuestos volatiles de la Torta del Casar fue bastante diferente al encontrado
en otros estudios en quesos con similares caracteristicas a éste (La Serena, Serra da Strella).
Es probable que la utilizacién de diferentes métodos de analisis entre estos estudios y el
nuestro haya podido ser un factor importante en estas diferencias, mas estudios son necesarios
para concluir en este punto de forma adecuada.

3.- La gran proporcion de acidos grasos libres detectada sobre el total de compuestos volatiles
indica que éstos podrian tener un papel muy importante en el aroma tipico de la Torta del
Casar por ser compuestos aromaticos por si mismos y por ser compuestos clave para la
formacién de otros compuestos volatiles a partir de ellos.

4.- El estudio de acidos grasos libres mediante cromatografia de gases y detector FID permitié
cuantificar los cambios de los mismos durante la maduracion de la Torta del Casar. Las
cantidades de acidos grasos libres aumentaron considerablemente durante la maduracién pero
especialmente los de cadena corta, los cuales por su alta volatilidad tienen una gran
participacion en el aroma caracteristico de la Torta del Casar.

5.- La caracterizacion del perfil de compuestos volatiles es el primer paso para definir el tiempo
6ptimo de maduracion y de aceptacion por parte del consumidor. Aunque se necesitan mas
estudios para conocer la influencia relativa de cada compuesto en el aroma global
caracteristico de este queso; el hecho de que no haya un gran aumento en la abundancia
relativa del total de compuestos volatiles del dia 60 al 90, indica que tras 60 dias de
maduracién los compuestos que aportan el aroma tipico de la Torta del Casar ya se han
formado en su mayoria.

6.- Las reacciones lipoliticas tienen gran importancia en la produccién de compuestos
aromaticos en la Torta del Casar. Seria posible caracterizar el punto éptimo de maduracion de
los quesos dependiendo de su perfil de acidos grasos libres y especialmente teniendo en
cuenta la formacién de acidos grasos de cadena corta y de este modo se podria establecer el
momento 6ptimo para el consumo en el cual ya se han formado la mayoria de los compuestos
aromaticos de la Torta del Casar.
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