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l. INTRODUCCIÓN 

La lúdrólisis de la grasa d~ la leche cataJlzada por enzimas lipoll!icas principalmente, 
ha sido un gran problema en la industria de lácteos, debido a la producción de sabores 
indeseables en la leche, crema, queso y, en general, en productos obtenidos a panir de leche. 
En los últimos ailos han sido aplicadu, b~o procesos controlados, estu enzimas, para la 
generación de sabores deseables en diferentes productos !Acteas. 

La generación de mayor variedad de sabores es una demanda de los consumidores en 
busca de nuevos productos. Una demanda adicional es que los mismos tengan un origen 
natural. La ter.nologla enzimitica ofrece una herramienta poderosa para lograrlo, 
panicularmente al disponer de una amplia gama de enzimas microbianas con diferentes 
propiedades y especificidades. 

En el presente trabajo se emplea el sistema enzim!tico de Penlcillium case/colum 
para obtener un producto lictoo modificado, el caso especlJico de queso. Este producto se 
seleccionó por ser el que ofrece mejores perspectivu de desarrollo en el mercado, pues de 
los productos lácteos es uno de los de mayor consumo, ademts de poder proporcionar una 
alternativa al problema imponante de manejo de •excedentes". 

Se escogió trabajar con Pen/c//ll11m cas•lco/um pues se habla observado que su 
actividad lipoUtica era mayor al de otros microorganismos como, G. candldllm, M. mleMI, 
P. camembert y otros del género Penlc/11/um y sólo semejante a R. tú/1mar aunque este 
microorganismo tenla además, una gran actividad proteoUtica, lo cual podria ser perjudicial 
pard el proceso de modificación pues posiblemente generarla problemas con el manejo del 
e>n1~cro enzimáticv, producir sabores indeseables y afectM la te>nura del producto 
(comunicación personal Tobalina y Farrés). 

Además se emplearen lu condiciones de obtención del ext,..cto enzimitico de 
Pe11ici/lium caselcolum por fermentación sumergida previamente establecidu por el grupo 
de trabajo, pues se facilitaba el manejo del e>nracto enzinWico en comparación con una 
fennentación en estado sólido. 



2. ANTECEDENTES 

2.1. GENERALIDADES DE SABOR 
El hombre, a través de la historia. siempre ha buscado hacer más apetecibles sus 

alimentos, agresándoles diferentes especiu o hierbu aromáticu. Mú recientemente se ha 
obtenido sabores por medios qufmicos y en los últimos allos la seneración de sabor se ha 
desarrollado por métodos biotecnológicos (Mor, 1990). 

El sabor, como propiedad de los alimentos es muy imponante. A un ingrediente que 
se asrega para dar un sabor panicular a un alimento se le denomina saborizante. Este se 
puede utilizar en el alimento por diferentes razones: para crear un perfil sensorial del 
alimento muy diferente, para incrementar la potencia de un sabor especffico, simular sabores 
muy caros, o reemplazar sabores no disponibles (Oiese, 1994). 

Existen diferentes definiciones de sabor, pero todu ellu tienen coincidenciu. Una 
de las mas generales podría ser la siguiente: 'la combinación de gusto y olor, que pudieran 
ser inlluenciadu por malestar, calor y frío, uf como por sensaciones dactilares' (Thomson. 
1986). 

Los sabores en alimentos pueden estar presentes en forma natural y también pueden 
ser producidos durante su cocción o procesamiento. Además pueden - generados por 
reacciones enzimáticas, o por fermentación microbiana (Mermelstein, 1989). 

En Jos últimos allos, la búsqueda de saborizantes de origen natural por el 
consumidor ha sido cada vez mayor. La Food and Drug Administration (FDA) define como 
"natural" a Jos productos provenientes de or¡anlsmos vivos o sus fuentes derivadas, es decir, 
productos obtenidos de fmnentsción, substratos naturales modificados por enzimas, células 
de plantas y cultivos vesetales (Dziczalc, 1986). 

Los saborizantes de orisen natural en alimentos pueden obtenerse por diferentes 
forma•: e>rtracciór, destilación, concentración, hidrólisis y biotecnologfa (Mor, 1990). Los 
métodos qulmicos son e>rtCOAmente emP,leados para la generación de saborizantes 
comerciales, aunque los procesos biológii:os, llevados a cabo con enzimas, contribuyen 
también al desarrollo de éstos. 

De Jos diferentes procesos mencionados anteriormente, el enzimático tiene grandes 
ventaju sobre Jos demu. Sus reacciones son especificas, lu condiciones de reacción son 
suaves y se reduce Ja formación de productos de desecho, evitándose ul un costoso 
tratamiento de éstos (Dziezak, 1986). Otru ventaju consisten en que se necesitan 
cantidades muy pequeftas de enzima. pueden ser inactivadu llcilmente por cambios de 



temperatura o pH y, bajo cienu condiciones lu enzimas pueden ser reutilizadu. Las 
posibles fuentes de enzimu son: plantu, animales y microorganismos. 

Las enzimu generalmente se encuentran en los alimentos por cuatro motivos 
principales: son inherentes al alimento, son derivadu de contaminación microbiana, se 
generan por microorganismos adicionados a los alimentos, y por último, son enzimas que se 
agregan directamente al alimento (Shalwli, 1976). Sus principales sustratos en los alimentos 
son: carbohidrato•, llpidos y proteinas (Dziezak, 1986). 

2.2. SABOR EN PRODUCTOS LÁCTEOS 
El sabor de los productos 1'cteos se origina por transformaciones microbianu, 

enzimáticu y/o qulmicu. Estu transformaciones normalmente producen un aumento en las 
concentraciones de compuestos vo1'tiles y no volttiles, los cuales estin correlacionados con 
algunas notas de sabores tlpicos o defCclos del sabor. La leche, como ingrediente principal 
de estos compuestos, provee los sustratos para que se lleven a cabo dichas 
transformaciones. Los sustratos principales para que ocurran las diferentes reacciones son: 
la grasa , las proteinas y los carbohidratos de la leche. La grasa de la leche está compuesta 
principalmente por triacilglicéridos, 97-98% del total, mientru que lu principales proteinas 
que las compone son las casefnas, 82%, y el carbohidrato de la feche es fa lactosa (Muir, 
1992, Law, 1982). Éstos son los componentes de la leche, que servirán como sustrato para 
la generación de sabor. 

La principal función de la lactosa en el desarrollo de sabores es servir como fuente de 
carbono para diferentes bacterias. Éstas pueden rápidamente infectar a la leche, y la 
addifican al convenir la lactosa a ácido 1'ctico, lo cual es imponante en diveraos productos, 
como yogun y quesos (Pszczola, 1988). El ácido láctico es el responsable del sabor 
"refresr.ante" d• ,,Jos loa productos de leche fermentada y aunque no es volátil, sirve como 
un excelente precursor de mú sabores distintivos y aromas caracteristicos de cada tipo de 
leche fermentada (Marshall, 1984). Ad..,W, los ácidos grasos libres y productos de 
proteólisis limitada son caracteristicos de sabores presentes en otros. productos IActeos, 
como crema, mantequilla, y tambi~ de queso y yogun. 

Los causantes de sabores amargos en los productos lácteos son los aminoácidos y 

péptidos, los cuales son generados como resultado de la hidrólisis de lu proteinu de la 
leche, aunque tambien puede deberse, pero en mucho menor grado, a una excesiva lipólisis 
de la grasa de la leche (Sclunidt, 1990). 



La acción de las lipasas sobre la grw de la leche para generar ácidos grasos libres, 
influye sobre el sabor del queso, asl como la acción de proteasas sobre las protel085 que 
generan péptidos y aminoácidos (Bigelis, 1992). 

La imponancia de los ácidos grasos en la generación de sabores característicos de 
diferentes productos lácteos es indiscutible y los diferentes ácidos juegan un papel especifico 
para cada sabor característico. Por ejemplo, el ácido butirico es característico del sabor de 
los quesos Romano y Provolone. Además son precursores de una gran variedad de 
compuestos que son responsables de sabores característicos como son: P-cetoácidos, metil 
cetonas, aldelúdos y alcoholes (Gatfield, 1988). 

Pero como ya se mencionó antes, no sólo se pueden generar sabores agradables en 
los productos lácteos, también se producen sabores indeseables si no se tienen los cuidados 
necesarios durante su procesamiento. La grw de la leche es fuente de ácidos grasos de 
cadena cona que pueden generar un sabor amargo; también contiene ácidos grasos 
insaturados y fosfolipidc;is que pueden ocasionar autoxidación. Las proteí085 del suero de la 
leche son fuente de compuestos sulfurados que son responsables del sabor a cocido en 
leches que han sido calentadas. Los aminoácidos pueden suliir reacciones de oscurecimiento 
no enzimáticas al combinarse con los azúcares, produciendo un sabor a caramelo y la lactosa 
actúa como substrato para reacciones microbianas y reacciones de Maillard (Azzara y 

Campbell, 1992). 
En los últimos ailos se han empleado lu enzimas lipoliticas o lipuu, bajo procesos 

controlados, para la generación de sabores deseables en diferentes productos 16cteos. Este 
tipo de proceso se conoce como lipólisis. 

La l:pólisis est6 definida como la hidrólisis catalizada enzimáticamente de 
triglicéridos produciendo Acidos grasos libres (Amold, 1975). 

Las !Opasas tienen diferente especificidad, lo cual afecta su papel e imponancia en el 
desarrollo dei sabo1. ~. dice que el factor principal que desarrolló la llamada "tecnolo¡¡la 
lipolltica" fue el descubrimiento de una gran variedad de lipuu con diferente especificidad 
para longitudes de cadena de ácidos grasa~ tipo de triglicérido y condiciones fisicas del 
sustrato. La especificidad de la enzima sobre triglicéridos, diglicérides y monoglicéridos es 
diferente. Otra caracteristica de especificidad mencionada es la forma ftsica del llllSU1lto, es 
decir, que varia dependiendo de si el sustnto está en solución o en emulsión. Debido a la 
mayor superficie grw·asua que se obtiene con un sustrato emulsiftcado, que es donde actúa 
la lipasa; es mejor trabajar con sustratos en estas condiciones. Se ha demostrado que éste es 
un factor muy imponante en la aplicación de lipuu en el desarrollo de sabores en productos 



lácteos, porque si el sistema de reacción no esti emulsilicado, la actividad de la enzima 
disminuye considerablemente. 

La caracterización de fu propiedades únicu de variu enzimu lipollticu y el 
reconocimiento del sabor potencial que puede resultar de la ¡¡rua de la leche por su 
composición caracteristica de ácidos grasos, han llevado al deS11Tollo de numerosas 
aplicaciones de lipólisis controlada para desmollar saborizantes. Entre ellu ae encuentra la 

modificación enzimática de la grua de la leche, para el desarrollo de sabor en quesos 
italianos, americanos y en yosurt. Tamblbt est4 la srua de leche lipolizada para usarae en 
mantequilla, queso o crema como saborizante. 

Las etapas principales para la manufactura de productos lipollzados ae menciona a 
continuación (Moskowitz, 1987). 

1. Preparación del sustrato 
2. Preparación del sustrato enzimático en solución acuosa y estandarizar su actividad 
3. Adición de la enzima al sustrato 
4. Homogeneización para formar una emulsión estable y &si promover el máitimo rango de 

actividad enzimática 
S. Incubación bajo temperatura controlada huta obtener el grado de lipólisis deseado 
6. lnactivación de la enzima 
7. Estandarización del producto final 
S. Empaque del poducto 

De los productos que se pueden elaborar con enzimas lipoliticu o lipoliz.ados, uno 
de los más estudiados es la elaboruión de quesos, aunque tambi~ se aplican en 
formulaciones para panadería, en la generación de sabores a mantequilla, y en cremas. 

2.3. DESARROLLG OEL SABOR EN QUESOS 
El origen de la fabricación de quesos es probablemente tan antisuo como el hombre 

mismo, pues es posible hallar cvidenciu de su fabricación en dibujos o escrituras de casi 
todas las civilizaciones antiguo. Hoy en ,¡¡¡el queso se elabora en casi todo el mundo, en 
una forma o en otra (El Soda, 1986). 

Queso es el nombre genérico de un gnipo de alimentos obtenidos de leche 
fermentada (fo><. 1993), o la concentración de a6lido1 de leche producida por proceso• de 
acidificación y deshidratación (Banks, 1992). 



E><i;!en rnás de 4000 diferentes quesos reconocidos en el mundo y ofrecen un 

amplio espectro de sabores. Son productos que el consumidor compra por su sabor máJ que 
por cualquier otra cosa. 

La quimica del sabor en quesos es compleja, se han identificado una gran variedad de 

componentes del sabor, por ejemplo en queso Cheddar se han ide¡nificado alrededor de !80, 

mientras que en queso Suizo, 125 aproximadamente (Moskowilz, 1987). Muchos de estos 

compuestos se encuentran en otros quesos, lo que dificulta la caracterización de el/los 
componente(s) principal(es) del sabor. Existen ciertos compuestos que pueden ser 

característicos de un queso; por ejemplo, se determinó que el 6cido bulfrico estaba 

estrechamente relacionado con el sabor caracterislfco de queso Provolona y Romano 
(Huang y Dooley, 1976). 

Una gran cantidad de compuestos producidos durante la maduración esti en 

concentraciones y proporciones relativamente tfpicas para <:&da variedad de queso. Un 

número de las reacciones durante la maduración puede ser acelerada con el uso de enzimss. 

Los quesos modificados enzim6ticamente contendrin casi todos estos compuestos; no 

obstante, sus concentraciones relativu pueden variar, dependiendo de lu condiciones de 

elaboración del producto. 

Algunos de los compuestos importantes identificados en el sabor dd queso son: 

ácidos grasos libres, aldelúdos, motil cetonu, icido lictico, icido acético y productos de 
hidrólisis de protelnas como péptidos y aminoicidos. Motil cetonu, etanol, 2-butanol, ul 
como una gran variedad de aldelúdos producidos por amino icidoa y aminas, son 
importantes componentes del sabor del queso cheddar (Shalwti et al, 1976) 

El desarroUo del sabor en el queso es inicialmente un proceso enzimitico. Lu 
primeras ''"'imas irr •ucradu son la quimosina o renina y posteriormente lo· cultivos 
iniciadores. Se complementa con la adición de enzimas como lipuas, adición de microOora 
secundaria como hongos o levaduras, lu eniimu propiu de la leche y bacleriu no 
iniciadoras (Steele y ÜnlO, 1992). 

El sabor del queso es detenninado en parte por la calidad de la materia prima, por lo 

que el control del sabor del queso se inicia desde la elaboración, donde se establecen lu 
condiciones para el desarrollo de lu actividades biológicas posteriores, por ejemplo, acidez, 
cepa de microorganismos adecuada, temperatura, etc. Durante la maduración del queso, lu 
condiciones ambientales son controladu para permitir d desarrollo adecuado del sabor, 
(Kristilfersen, 1973). 
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Para cualquier tipo de queso, el proceso de maduración puede ser descrito como la 
serie de reacciones relacionadas con el metabolismo del écido lictico, lipólisis, oxidación y 
proteólisis, las cuales pueden ser sesuidas por reacciones entre los productos formados en 
cada via. Algunas de estas reacciones son, probablemente, puramente químicas, pero en la 
mayoria de ellas los microorganismos juegan un papel muy importante, a través de sus 
sistemas enzimáticos (Adda et al, 1918). 

La proteólisis y la lipólisis son considerados dos de los procesos de mayor 
imponancia en el complejo fenómeno de maduración de quesos, el cual siempre involucra 
una gran variedad de cambios flsi<:e.1, qulmicos y microbiológicos, que tienen lugar bajo 
condiciones controladas (Salji y Kroger, 1981). 

Los quesos que han sido trstados enzimáticamente para aumentar su sabor, o una 
porción significativa de su perfil de sabor, pueden ser llamados quesos modificados 
enzimáticamente (QME) (Moskowitz, 1987). Los quesos modificados enzimitic:amente se 
diferencian de los quesos naturalez, en que, en éstos últimos es de gran importancia tanto el 
sabor como la textura y se consumen directamente, sin necesidad de algún otro proceso 
(Green, 1984}. Mientras que en 101 quC101 modificados lo impo11ante es obtener un 
producto con un sabor muy intenso y generalmente se utiliun como ingredientes en otro• 
productos como: galletas, chocolates, dip1 de quCIO, ensaladu, sopas. cremas etc. (Amold, 
eta/, 1!);15; Dziezak, 1986; Moskowitz, 1987; Kilara, 1985). 

La enzima para obtener el QME puede ser adicionada durante su elaboración o 
después que el queso ha sido prensado. La naturaleza del producto es afectada por el tipo de 
enzima usada, las condiciones de incubación y la etapa en la cual la enzima es adicionada. 
Los quesos tienen un perfil de sabor caracteristico, que puede ser producido por la adición 
de enzimas a la leche o a la cuajada fresca. Alternativamente, el mismo proctso puede .. r 
utilizado para ; · Jducir quesos con sabores fuenes, por alteración de las condiciones de 
elaboración. Gener.dmente estos quesos tienen un cuerpo y una textura modificadas que se 
logra al agregar esporss de hongos que producirán las enzimas modificadoras del sabor y se 
requiere varios meses para el desarrollo del .ábor. 

Se pueden obtener sabores intensos en quesos, en tiempos m4s conos que los 
empleados en procesos nonnales, adicionando la enzima directamente a la cuajada o al 
queso fundido, seguido por urr proceso de incubación controlada, a este proceso se le 
denomina maduración acelerado (law, 1984). Este proceso aunque aumenta el sabor del 
queso, generalmente no llega• los niveles de un QME pero si es mayor que el de un queso 
natural y es imponante el sabor completo del no sólo aumentar cienu notas, como sucede 



en el QME. Adcmis la teldura debe cuidane mucho, pues el queso se consume 
directamente. Ésie proceso es lmponante debido a que se ahorra tiempo. de elaboración, lo 
cual puede redituar en un menor psto lle fabricación . 

faiste otro tipo de queso en el cual se podrian empicar enzimas lipolllicas para 
incrementar su sabor. Este et el queso procesado, el cual es producido al fundir, un queso 
natural o una mezcla de ellos con diferente arado de maduración, con a¡¡entes emulsificantes 
(Carie y Kaláb, 1993). Estos quesos tienen cienu ventaju sobre 101 quesos narurale1 como: 
mantienen su calidad durante mis tiempo de almacenaje, se tiene una 8f111 variedad de 
presentaciones y sabores, uf como diferentes envolruru y ademis se pueden emplear otros 
ingredientes lácteos o no licteos. Estos quesos se pueden cluificar, de acuerdo a su 
contenido de agua y con1i1tencia en: quesos proccudos, quesos procc11dos con 
Ingredientes opcionales como ácidos orgánicos, suero de leche, etc., y quesos proce11dos 
con gomas para retener mayor canlidad de a¡ua (Ko1ikow11d, 1982). 

Para elaborar estos quesos y obtener 11bores mis intensos, se pueden ulilizar quesos 
modificados enzimáticarnente y otros quesos que han sido tratados con enzimu lipolllicas u 
otro tipo de enzimas. Para ulilÍZll'lr lipuu directamente en la elaboración de quesos 
procesados para modificar su sabor, la limitante que se tendria seria la tempcrarura de 
inactivación de la enzima que se deseara uw. Por lo tanto, para salvar este problema se 
deberla tener una enzima muy estable al calor o disminuir la tempcrarura de IU1ión del queso. 
lo anterior abrirla aun más, la variedad de prcsentaci~nas y sabores, que se podrian obtener 
en este tipo de quesos. 

Como ya se mencionó anterionnente, junto con la lip61isis ocurre otro proceso que 
influye también en la generación del llbor, pero en menor grado, e influye mis en la teldUra 
y presentación del producto. l ·a es la prote6lisis, que es la hidrólisia de tu proteinas 
~rr<entes en el queso. Este proceso se debe llevar a cabo bajo condiciones controladu 
ctilizando enzimu proteoUticu, ya que una actividad excesiva de lu proteuu provocarla 
sabores amargos en el queso (Pahkala •I al, 1985), lo cual perjudicada al producto. Por eso 
se han realizado estudios para a¡¡reaar enziinU protcollticu encapsuladu en liposomu para 
lograr un mayor control sobre su actividad e incluso poder recupcrariu (Alkhalaf •I al, 

1988, 1989). 
La proteólisis es de gran imponancia debido a que si se maneja adecuadamente se 

pueden obtener mejores productos que si se Ullfln Miio lipuu, ya que éstu ultimu 
contribuyen principalmente para dar 101 sabores deseado• en el qutlO, y lu proteuu 
permiten obtener la telltllra deseada y notu caracteristicas del sabor. 
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Resumiendo, la "1ecnologt1 de lipófili1" es de sran imponancia para la induslria 
lác1ea, •" •special para los fabrican1es de quesos, debido a 101 menores problemas que se 
presen1a" en ésta con respecto a la tecnolog!a tradicional. Por ejemplo, esta última 
involuc1 a fennentaciones con varios microor¡ani1mo1 y Ju reacciones son muy lentu, 
dillciles de delener y por lo tanto de controlar, lo que provoca que se obten¡an productos 
con calidad variable. Ademh, el tiempo de elaboración es mayor, creando problernu de 
almacenanúento y distribución. Lo mencionado anteriormente repercute dlreclamente en el 
aspecto económico, es decir, se requiere mayor inversión 11 se sed- obtener un producto 
de calidad y aun con ésto se corre un riesgo de no oblener la calldld deseada. En cambio, 
utilizando enzimu es posible ejercer un conlrol sobre el pMCCIO de elaboración, 
obleniéndose una calidad uniforme; se diunlnuyen tiempos de elaboración, sobre tocio para 
los quesos que dr.ben su sabor a un proceso de maduración, teniendo como consecuencia 
una posible di1~nución en co1101, y 11 no, cuando menos se ue¡¡ura la calldad del producto 
y se protege el preslisio de la emprua que lo elabora, lo cual a la larga rcpercutiri en una 
mayor ganancia. 
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3. OBJETIVOS 

J.I. OBJETIVO GENERAL 

Elaborar un queso procesado y modlncar 1u 1abor con el eatncto eazlm,tlco 

de P. ca.,/colMm y caracterizar el producto RnaL 

J.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Obtención y cuantlftcacl6n de la llpua de hlllclllllllfl ctumohllft 

Determinación de ""' coadlcloaes de lli1i6n del queso 
Determlaaclóa de lal eoadlcloaes de modlftcecl6a del queso 

Caracterlzaclóa del producto naaJ mediante cromato1rafla de pHI 

Evaluación y ceraeterllacl6n 1en1ortal del queso modlncedo 
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4. METODOLOGÍA 

4.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTO ENZIMÁTICO 
Una cepa de Pentc/11/um cas1tcolum proveniente del Cepario de la Facultad de 

Química, UNAM, se inoculó en caju Petri con medio de cultivo Asar Papa DeJCtrosa (PDA) 
(Bioxon) y se incubó (Incubadora Preci1ion Syatem, U.S.A.) a 29'C durante seis dlu hasta 
su esporulación. Transcurrido ese tiempo se recuperaron lu esporu en glicerol al 50%. Se 
determinó la densidad óptica (Espectrofotómetro Spectronic 21·0, U.S.A.) de la solución 
de esporas, utilizando como blanco glicerol al 50"/o, a una lon¡¡itud de onda de 540nm, 
colocando un mi de muestra, mis tres mi de qua. 

Se inoculó un mi de la solución de esporu, con una densidad óptica de O. 12, en el 
medio de cultivo •o•, descrito por Celerin y Fersus (1971) , suplementado con 
casarninoicidos al 1 % (Tabla 1) y se incubó durante seis dfu (Incubadora con agitación 
orbital New Brunswick G25, U.S.A.) con asitaclón a 150 rpm y una temperatura de 29'C. 
El producto de la fermentación se filuó por medio de un sistema Millipore, con papel filtro 
Whatman no. 1 (diimetro de 4.5 cm), puesto a peso constante en estufa a 60°C, y se 
determinó la biomasa por diferencia de peso, secandola durante 24 horas a la misma 
temperatura . 

El filtrado file dializado durante 24 horu, a SºC contra asua destilada. Después se le 
determinó actividad lipolilica y protelna e<iracelular. 

TABLA l 

Compt !lcl6n del me.;10 "D" empledo ea la obtencl6a del Htncto eulm6tlco de 

P. COlfttoiMlfl 

COMPVISTO CONCINTllACIÓN 

Olucosa to•n. 
Casaminoktdol tOorJL 

KNOJ 2 .it. . 

MaSCJ.I. 7H20 o.s.n. 
Kll!P04 lor/L 

Aceile de Olivo 20 ml/L 
Solución de Elcmentoa Trua• t ml/L 

•Loo lk11111ot lruo odlbadoo-: ZaSCM. 7JDOoQt.llll/L, Fl(!IOJ>J-72.J.Soq/L, Md04.4H20-203m¡/L 
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4.2. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD LIPOLfTJCA 
La actividad lipolftica fue detenninada por calda de pff provocado por la liberación 

de ácido bulirico sobre tribulirina, al 5% (v/v) en agua desmineralizada a 4'C y 0.05% de 
Tween 80 (Polyo>eyethil·2·sorbitan·mono-oleato, Sisma), en amoniguador Tris-maleatos 
1.25 mM pff 6.0 homogeneizada b~o lu condiciones de reacción propuestas por Espinosa 
(1990). Se midió el pff en el Potenciómetro Comin¡ MIOJ, U.S.A. colocando su electrodo 
en un tubo de vidrio, dispuesto en un recipiente con agua con un control de temperatura 
Tennomi• Neslab,U.S.A y a¡¡itación magnética Comin¡ , Stúrer PC·3S3, U.S.A .. Se 
preparó una solución de tributirina. 

Se mezclaron siete mi del amoni¡uador Tris-maleatoa, dos mi de tributirina 
homogeneizada y un mi de extracto enzimático a 37'C y con &¡¡ilación moderada. Se 
registró el pff en el punto inicial y despun a intervalos de un minuto, durante cinco minutos 
de reacción. Los resultados H reponaron como unidades de Upua (UL), definidas como la 
cantidad de enzima capu de liberar un µmol de Acido butlrico en un minuto, al compararse 
contra una curva patrón de calda de pff con 4cido butlrico. 

4.3. DETERMINACIÓN DE PROTEfNA EXTRACELULAR 
La protelna extracelular 1e midió utilizando el método propuesto por Bradford 

(1976), que implica la unión del colorante Azul de Coomwie 0·2SO (Bio-Rad) a la 
protelna, que provoca un cambio en el miximo de absorción del eplorante de 46S a 59S nn1, 

y en esta última longitud de onda 1e monitorea. 
Se preparó una 10lución alcohóUca·Acida de Azul de Coomwie 0.2SO al 0.01% , 

disolviendo el colorantr -·• ellnOI al 9S% y ljlfl84ndole 4cido foafórico al 8S% (p/v) . La 
solución se filtró con papel liltro Whallnln no. 5 huta que quedó una solución rojiza-café. 
Se preparó también una solución de cloruro de sodio 0.1 SM y una solución de albúmina 
sérica bovina (Si¡ma) con una concentrlciórunmma de 100 µ¡/ 0.1 mi. 

En un tubo de ensayo (12 X 100 mm) le a¡repron O.OS mi de la aolución de cloruro 
de sodio, O.OS mi del elllrlcto enzim4tico y cinco mi de la solución de Ázu1 de Coomusie. 
Se agitó en un Vonex (Fiaherbrand, U.S.A) y 1e dejó repoaar durante diez minutoa, después 
se delenninó la denaldad óptica (etpectrofotómetro Spectronic 21·0, U.S.A.) a una longitud 
de onda de S9S nm. 
La cantidad de protelna 1e detenninó comparando la abaorbancla obtenida contra una curva 
patrón realiuda con albúmina lérica bovina de O.IOOµgo'O.lml. 
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4.4. CONSERVACIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO 
Se establecieron tres diferentes condiciones de conservación del e><tracto enzimático: 

refrigeración , congelación y liofilización. 
Al e><1racto enzimático obtenido se le determinó Ja actividad lipolitica, después se 

colocó en ampolletas de JO mi de capacidad, de éstas, tres se colocaron a temperatura de 
refiigeración a S'C, otras tres se guardaron a -1 S'C y se liofilizó un número igual y se 
mantuvieron en un desecador. Se mantuvieron en Ju condiciones antes descritas durante 6 
semanas. Transcurrido este tiempo, se determinó nuevamente la actividad lipolltica de los 
eKtractos y se comparó con la actividad inicial, que file considerada como el 100%. 

4.5. DETERMINACIÓN DE ESTABILIDAD TÉRMICA DE LA 
LIPASA 

Se disolvieron tres ampolletas con e><tracto liofilizado (cada una contenfa diez mi de 
e•tracto enzimático antes de liofilizarse) en 15 mi de 111111 destilada, col°""dose J.S mi en 
tubos de ensayo (12 XJOO mm) con tapón de rosca. Se incubaron por triplicado a diferentes 
temperaturas (30, 40, 50, 60 y 70'C) durante IS minutoa, rr..inteniéndose un control a 
temperatura ambiente. Posteriormente se determinó la actividad lipolitica al CK!racto de los 
tubos de cada condición. El control se consideró como el 1 OO'Ao de actividad. 

4.6. PROCESO DE MODIFICACIÓN DEL QUESO 

4.6.1. SELECCIÓN DE MATERIA PRIMA 
Poniendo de la premisa de que con materia prima de mala calidad se obtendri un 

producto final de mala calidad, la selección de la materia prima es de suma imponancia en el 
presente trabajo. Entre 1.. cuacterlsticu mú imponantes a evaluar se encuentran la 
cantidad de grua, el pH y ' • .:alidad microbiológica del queso que se utilizara como materia 
prima. La cantidad de grasa y el pH 10n parimetros muy imponantet, el primero es quizas el 
más imponante, porque es el sustrato que la iipasa utilizara en el procelO para la generación 
de sabor, pues que10s elaborados con suero de leche o con bajo contenido de ¡¡rasa no 
desarrollan 11bores intenaos, por ejemplo, sólo que10s con 50% de grasa (base seca) o más 
desarrollaran un sabor tlplco de quesos cheddar (Mar¡¡alit, 1981). El pH es imponante en el 
proce10 de lll1ión del quCIO, normalmente se recomiendan valores entre S.5-6 (Pilan, 
l 990). La calidad microbiológica no es menos imponante, pues la presencia de 
microorganismos no deseados puede atectar el procelO si éstos utilizan el 1u11r1to de la 
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lipasa, si generan compuestos que alteren el sabor del producto o si producen enzimas 
lipoliticas e•ocelulares, ésto alterara los resultados que se obtengan. Por otra pane, si se 
presenta contaminación por microorganismos patógenos, se corren graves riesgos de salud 
ya que el producto seri consumido directamente, es decir, el consumidor no le 
proporcionara al¡¡ün tratamiento o procesamiento, que pudiera eliminar los 
microorganismos, antes de consumirlo. 

4.6.2, ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DE MATERIA PRIMA 
Se seleccionó como materia prima queso tipo Mancheso marca Caperucha y se le 

realizaron las si¡¡uientes pruebu microbiolósicas, tanto a la materia prima como al producto 
final utilizado en la~ evaluaciones sensoriales. 

4.6.2,1. Detennlnacl6n de Bon101 y Levaduras. 
Se pesaron diez gramos de mueatra y se homogeneizaron en licuadora con 90 mi de 

una solución amoni¡¡uadora de fosfato monopotuico estéril, ajustado a pH de 7.2 con 
hidróJddo de sodio 1 N. De esta solución se tomaron diez mi y se pasaron a un matraz con 
90 mi de solución arnoni¡¡uadora, repitiéndose la operación en otro matraz. De cada dilución 
se tomó un mi para venirlo en una caja .,.,., y qresar de 12 a 15 mi de medio de cultivo 
agar papa delClrosa (PDA) acidificado, fbndido y mantenido a una temperatura de 4S-48"C. 
Se homogeneizó y se dejó solidificar. Una serie de caju se incubó a 22 "C durante S dfu y 

la otra serie a JSºC durante 48 horu. La cuenta de colonias de honsos se realizó de la serie 
incubada a 22ºC, y las coloniu de levaduras de lu incubada a JS'C y también de las de 
22°C, se¡¡ün donde fbe mu elevado el número de coloniu. El número de colonias 
encontrado se multiplicó por el inverso de la dilución, para determinar la cuenta de honsos 
y levaduras por gramo. Cada dilución se realizó por triplicado (NOM·F·255·1978) 

4.6.2.2. Cuenta de Collforma Totala. 
Se realizó un recuento de coloniu en'meclio sólido, para lo cual se transfirió un mi de 

cada dilución, de IOE·I huta IOE·S a caju Peui, y después se agregó 12 a IS mi del medio 
Agar Bilis Rojo Violeta (Bio•on) fbndido a 44-46'C. Se dejó solidificar y se incubaron las 
caju en posición invenida durante 24 horas a 32-JS'C. 

Se contaron lu coloniu rojo obscuro, con halo de precipitación y diimctro de O.S 
mm o mayor, que se consideran como tfpicas de orpnismoa coliformes. 
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Tambi~n se realizó el recuento por dilución en tubo, inoculándose un mi por dilución 
a cada uno de tres tubos que contenlan diez mi del medio de Caldo Lauril Sulfato Triptosa 
(Oxoid). Se incubaron 101 tubos por 48 hom a 35'C. Se examinaron a lu 24 horu y se 
observó si existla acumulaci6n de su en la campana de fermentación que tenla cada tubo. 
La presencia de gu, en cualquier cantidad dentro de 48 horas. hace la pNeba positiva. 

PNeba confirmativa. Se a¡itaron suavemente los tubos positivo• de Caldo Lauril 
Sulfato Triptosa (Oxoid) que resultaron positivos en la pNeba pret11ntiva. Se transfirieron 
de una a dos uadu de cada tubo a otros que contenlan el Caldo Lactosa Billa Verde 
Brillante (LBVB) (Bioxon) al 2%. E1to1 tubo1 ae incubaron por 48 horu a 35'C y ae realizó 
la lectura correspondiente aobre la producción de gu. Se determinó el número de 
microorganismos de acuerdo con la tabla publicada en la Norma Oficial Mexicana (NOM·f· 
254-1977), tomando como bue el número de tubos en los que resultó positiva la producción 
de s•• en 48 horas a 35'C. Lu diferentes pNebu se realizaron por duplicado. 

4.6.2.3. Cuenta de Collrorma Feula 
PNeba presuntiva. Se inoculó un mi de cada dilución, desde IOE·I huta IOE-5, a 

cada tubo con diez mi de Caldo Lauril Sullito Triptosa. Se incubaron durante 48 horu a 
3S'C. Se revisó a lu 24 hom si exlllla producción de su en lu campanu de fermentación, 
se reincubaron otru 24 horu. La presencia de su dentro de lu 48 hom indicó que la 
pNeba era positiva. 

PNeba confirmativa. Los tubos positivos de la pNeba anterior ae a¡¡!taron 
suavemente y ae transfirieron de dos a tres uadu de cada tubo a otros con Caldo EC 
(Oxoid). Loa tubos ae incubaron 48 hom a 44.S'C. Se revisó producción de su a lu 24 y 
48 horu de incubación, conaidelindose positiva la pNeba si ae seneró su dentro de lu 48 
horas. En forma paralela se "11.allrieron de dos a tres asadu de 101 tubos positivos de la 
pNeb1 presuntiva. a tubos con Caldo Lactosa Bilis Verde Brillante y asua peptonada. Se 
incubaron 101 tubos durante 41horua44.S'C. Se misó la producción de su a lu 24 y 48 
horu. Además se adlcion6 a los tubos cori ·IÍlu• peptonada de doa a tres sotu del reactivo 
de Kovac (pNeba del lndol). Una coloración roja hace positiva la pNeba: 

Los mullldo1 ae reportaron como Número MU Probable (NMP) por ¡ramo de 
muestra. se¡¡ún loa tubos que hayan dado positivo lu pNebu de EC, Laetosa Billa Verde 
Brillante y qua pcptonada de acuerdo a la tabla que ae publica en la Norma Oficial 
Mexicana (NOM·f·301·1992). La pNebu ae l'Nlizaron por triplicado. 
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4.6.2.4. Determln1cl6n de SoltnD11el/11 
Consider1ndo <;'te Ja técnica par1 la determi111ción de Sa/monella es muy extensa, 

sólo se referirán Jos pasos generales que se sisuieron do la metodolo¡¡l1 esublecida por Ja 
Norma Oficial Mellicana (NOM·F-304-1977). 

Se preparó la muestra y se transfirió al medio de pre-enriquecimiento (agua 
peptonada). Se pasó al enriquecimiento (Caldo Selenita Cistina y Caldo Tetr1tion1to marca 
Oxoid). Se continuó con el lislarniento (Asar Sulfito do Bismuto, Asar SS, Asar Mac 
Conkey, Asar Verde Brillante, marca Bioxon). Do Ju coloniu tlpicu se inocularon en tubos 
de Asar TSI por estría y pic1dur1. Lu coloniu que dieron positivo se les aplicaron Ju 
pruebas bioqulmicu (Asar Citr1to do Simmons, SIM, Caldo Surnco, Ureasa, Caldo RM· 
VP, Malonato, Manito!, marca Oxoid). Lu pruebu serológicu no se realizaron. 

4.6.2.5. Determinación de Stopllyloc0ct:1111111N111 
Método de Bsird Parker. Se colocó 0.1 mi de cada dilución, IOE-1 a IOE-3, sobre 

una placa con asar Baird Parker (Oxoid) y se extendió con una varflla de vidrio, se 
incubaron Ju caju invertidu a 35-37'C durante 24-48 how. A Ju 24 horu so 
seleccionaron Ju caju que tuvieron do 50 a 150 coloniu aial1das, se contaron y marcaron 
aquéllas que parecieron negras y brillantes con o sin ligero bordo blanco y rodeldas por u111 
zona clara en el fondo opaco. E111 coloniu se dejan incubar otras 24 horu. So suman Ju 
colonias caracterfsticu que l!lyan aparecido, ao escoso 11 c~1 que contenga mú de 150 
colonias sospechosas y se efecllia la prueb1 do coa¡¡ulua. 

Método Vogel 1ohnson. So transfirieron 0.5 mi do Clda dilución a tubos con Caldo 
Soya Tripticasa (Oxoid). Se incubó a 35'C dur1nto 48 horas. So inoculó de los tubos con 
desarrollo a placu de asar Vosel 1ohnso~ para obtener coloniu aisladu. Se Incubó 1 35"C 
dur1nte 48 horu. So seloecion,-~n ;u coloniu nesru (reductoras de telurito) conv-. 
brill1ntes y se efectuó Ja prueb1uo11 C0181JIUI. 

Prueba do Coagu!UI. So sembró el número do coloniu soapechow que 
correspondla según el culdro presentido· én Ja Norma Oficial MolliC4111 (NOM·F-31 O· 
1978). a tubos con tres mi do caldo lnlll1ión Cerebro-Corazón (Difco) y ao incubó a 35· 
J7'C durante 24 hor11. Se qrqó 0.3 mi de plum1 y se incubó a 35°37'C y ao oblOl'Vó a 
intervalos de una hut1 seis hor11. Si hubo formación de co6¡¡\llo 11 prueb1 fue positiva. 
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4.6.3. DETERMINACIÓN DE GRASA 
Se empleó el método de Gerber establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM·F· 

307-S-1980). Se transfirieron diez núlilitros de ácido sulftirico, enfriado a no mh de ISºC, a 
un butirómetro de Van Gulik, se adicionaron tres gramos de queso, a una temperatura no 
mayor de JSºC y un mililitro de alcohol isoammco, se tapa el butirómetro y se ajita con 
cuidado voltenadolo hacia abajo y hacia arriba, despuo!s se coloca en Ja centrifuga de Gerber 
y centrifugar durante cinco minutos. Cun:plido el liempo de centrifupción, sacar el 
bulirómetro y leer de inmediato el porcentaje de srasa sobre Ja escala, haciendo coincidir la 
base de la columna de grasa con el cero, por medio del ajuste del tapón, 

4.6.4. MEDICIÓN DE pR 
Para la deternúnación del pff, se pesó un gramo de muestra y se trituró en un 

manero pasindose a un vaso de precipitado• con ayuda de diez mi de a¡¡ua destilada. Se 
introdujo directamente el electrodo de vidrio del potenciómetro (Coming MIOJ, U.S.A.), 
previamente calibrado con solución amoniguadora, en el vaso de precipitados y ae leyó el 
valor de pff directamente (NOM·F ·99· 1970). 

4.6.5. MEDICIÓN DE ACIDEZ 
La deternúnación se buó en Jo establecido por Hesan et al, (l'.'91) y SEP (1993) y 

consistió en pesar diez gramos de queso finamente picado, que ae aforaron a 100 mi con 
agua des1i11da a 40"C. Se licuó la muestra. Se filtró la solución en embudo Buclcner y matraz 
Kitasato al vaclo. Se tomaron 25 mi del lilt•ado, que corresponde a 2.5 8 de muestra, ae 
vinieron en un matraz Erlenmeycr. Se a¡¡rcpron cinco aotu de fenolftalelna como 
indicador y se valoró con una solución de hidróllido de sodio 0.1 N. La acidez se deternúnó 
como% ácido butlrico. 

La tknica empleada 1:~1e cienu llmitantn, una de ellu es que, como la 
deternúnación ae realiza en solución acuosa, el% de acidez ae determina con bue en ácidos 
solubles en 1gua como son: icido ~ico;·icido propiónico, ácido láctico y icido bulirico 
principalmente. Los 1re1 primeros no son producto de lip6Jili1 son 11enerado1 por bacteriu 
lácticas (Mar11ali1, 1981), sólo el butlrico puede aer 11cncrado por lipólilia, por lo que el 
seguinúento de la actividad lipolitica podria resultar alterada por Ja acción de estos ácidos. 
Además el ácido bullrico puede aer también 11cncrado por la fermentación de la lactosa y del 
ácido l*ctico (Choi1y '1 al, 1990). 
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Para poder determinar 1i la acidez generada durante el procrso de modificación del 
sabor, estaba 1iendo medida correc:tarnente, coruiderando principalmel'te al •cldo butlrico 
generado por la lipua preaente en el extracto enzimAtico, ae corrió en forma paralela un 
blanco que no contenfa el extracto. Si la acidez que ae determinaba, estaba siendo producida 
por otro agente ajeno al extracto enzimAtico, 1e detectaría en el blanco un aumento de 
acidez. Tarnblin. como ae ha demollrldo que la lipua de P1ntc/lllum cautcalum tiene 
mayor afinidad por el kido butlrico que por otro• icido1 sruo• contenido• en la grasa de la 
leche (Alhir •I al, 1990), 1e pelllÓ que el ae¡uimiento de la aeneraclón de este kido, daria 
una Idea butante aproximada de la actividad de la lipa11 durante el proceso de modificación. 

4,6.6, DETERMINACIÓN DE CONDICIONES DE FUSIÓN 
Se picaron finamente 50 s de queso, se colocó en vuo1 de precipitado pyrex de 250 

mi y se llevaron a un bailo con a¡¡itación rotatoria y control de temperaNra (incubadora con 
agitación orbital New BNnlwick 025, U.S.A), aumentando nta última 1-C/min huta llegar 
a 45°C. Se agregaron lalea de f\uión, probindoie trea diferentea tlpo1 de lale1: citrato de 
sodio, polifo1fato1 y una mezcla de lalea comerclalea (Mezcla de loba C con 69.7% de P20s 
y Joha T con 40-42% P201 marca Vigu11) ademia de probarae un blanco sin lales. Se 
agregaron a una concentración de 3% con respecto al peao del queso (Patart, 1990) y 
disueltas en cinco mi de agua dntilada. AdemAI 1e agrepron a diferentes temperaNras (25, 
30 y 35°C). Las diferentes condlcionea le probaron por triplicado y ae evaluaron de acuerdo 
a la textura, aeparaclón de fUes y tern~taNrl de fillión que ae generaban en el producto. 

Al llegar a 45°C ae agregó un mi de extracto enzimitico, ae mezcló perfectamente y 
se pasó a un ftasco Clléril pana colocarlo a ternperarura collltante (incubadora Precision) 
durante 4 dlu, a lo que ae llamó proceso de maducaclón o incubación. 

4,6, 7. DETERMINACIÓN DE CONCENTRACIÓN DE ENZIMA 
Se llevó a cabo el proceso de fillión en el que ae agregó un mi de extracto enzilútico 

a SOg de queso, con diferentes actlvidadea'tiÍ>oUtica (23.7, 43.1, 69.9 y 101 UL). Se realizó 
el ae¡uimiento del proceao de macfaraclón determin:llldo pH y acidez·cada 24 horas durante 
cuatro dlu. Se corrió un blanco sin extracto enzimitlco. Loa parimetroa evaluados en tu 
diferentes condiciones se detennlnaron por triplicado. 
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4.6,8, DETERMINACIÓN DE TEMPERA TURA DE INCUBACIÓN 
Para determinar la temperatura de incubación, se siguió el proceso general de ft11ión 

y se probaron dos temperaturas, 29 y 37 •c. Se realizó un seguimiento del desarrollo de 
acidez y pH cada 24 horu durante cuatro dlu. Se corrió un blanco para cada temperatura 
sin e•trcto enzimitico. Lu diferentes condiciones se probaron por triplicado y se determinó 
su efecto mediante un an"i1i1 de varianza (ps0.05 y 0.01) . 

4.6.9. DETERMINACIÓN DE TIEMPO DE INCUBACIÓN 
Para realizar esta determinsción se rcaliz6 el se¡¡uimiento del proceso de maduración 

midiendo acidrz y pH cada 24 horu durante siete dlu. Se corrió un blanco sin extracto 
enzimiti•·o, •n fbrni~ paralela. Las determinaciones ae hicieron por triplicado. 

4.6,IO. l'•lmtA lU: INCORPORACIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO 
Sr. prebuon dos diferentes formu de incorporación del extracto enzirútlco. El 

primero consit:h'; (n agregar 1 mi en el vuo do precipitados donde ae realiza la ftlsión del 
queso y 14 ""Sl'nda se agregó en el l'ruco do incubación, en la núsma cantidad. Las 
condiclontt .., <'ns&yaron por triplicado y ae determinó su efec:10 realizando un anilili1 de 
varianza (pso os y 0.01) . 

Se !'l'l•!~· que la forma de Incorporación del extracto lipolitlco al queso durante el 
proceso do modillcación podla influir en la acción de la enzima, pues como ae mencionó 
antes, la •nzilr .. so agregaba al VlllO en el que se ftmdla el queso y después se puaba a otro 
recipiente pai·~ ir.cubarlo. Lo qu• se deseaba probar es que al tranlferir ol producto do un 
recipiente a otro), (1 extracto no ae quedara en el primero o quo no ae mantuviera la emulsión 
y quo ésto ~ rctlojsra en una menor generación de acidez, lo c:ual indicaria que ae perdla 
enzima al 11!fjir-'• i. opcracie pues lu otru condiciones se mantendrlan conrtantes. 

Lt>J rosult•dot mo:itraron ('Fisura 1) que exillla una mayor generación de acidez 
cuando se 11Sresab1 el extracto directamente en el vuo de incubación. Para determinar 1i la 
diferencia era sisnificaliva entre lu do1"~ndicionn, se realizó un anililis do varianza 
(ps0.01), el cual mostró que realmente la diferencia fllé lisnificativa (Tabla 2). 
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4.6.8. DETERMINACIÓN DE TEMPERATURA DE INCUBACIÓN 
Para detenninar la temperaiura de Incubación, se siguió el proceso general de fusión 

y se probaron dos temperaturu, 29 y 37 •c. Se realizó un seguimiento del de111Tollo de 
acidez y pH cada 24 horas durante cuatro dfu. Se corrió un blanco para cada temperalUra 
sin e•trcto enzimático. Las diferentes condiciones se probaron por triplicado y se dctmninó 
su efecto mediante un anillsia de varianza (ps0.05 y 0.01) . 

4.6.9. DETERMINACIÓN DE TIEMPO DE INCUBACIÓN 
Para realizar esta determinación se realiz6 el seguimiento del proceso de maduración 

midiendo acidez y pH cada 24 horas durante siete cllu. Se corrió un blanco sin extracto 
enzimático, en forma paralela. Lu determinaciones se hicieron por triplicado. 

4.6.10. FORMA DE INCORPORACIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO 
Se probaron dos diferentes formu de incorporación del extracto enzimático. El 

primero consistió en agregar 1 mi en el vuo de precipitados donde se realiza la fusión del 
queso y la segunda se agregó en el ltuco de Incubación, en la mi1111& cantidad. Lu 
condiciones se ensayaron por triplicado y se determinó su efecto realizando un anállsis de 
varianza (ps0.05 y 0.01). 

Se pensó que la forma de incorporación del extracto lipolltico al queso durante el 
proceso de modificación podia influir en la acción de la enzima, pues como se mencionó 
antes, la enzima se a¡¡repba al vuo en el que se ftmdla el queso y después se puaba a otro 
recipiente para incubarlo. Lo que se deseaba probar ea que al transferir el producto de un 
recipiente a otro, el extracto no se quedara en el primero o que no se manlUviera la emulsión 
y que ésto se reOejara en una menor generación de acidez, lo cual indicarla que se perdfa 
enzima al realizar la operación, pues I•· •tras condiciones se mantendrlan coMantes. 

Los resultados mostraron (Figura 1) que exiltfa una mayor generación de acidez 
cuando se agregaba el Clllracto directamente en el vuo de Incubación. Para detenninar si la 
diferencia era significativa entre lu doi·~ndicione1, se realiz6 un análisis de varianza 
(psO.O 1 ), el cual moatr6 que realmente la diferencia fu' sipiftcativa (Tabla 2). 
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en el vaso qui 11 lncub6 el ml1mo quno. El blinco no contiene 
extracto llf\ZlmMlco. 

TABLA2 
AmAllUdo•ori .... ,.,....,.,., .. _...,..,....,daolwularloro ... 
do....,._....ddntl'llCIO-Seqrq6aol• .. do'-bod611 ........... ,..,., 

.. ..... .... .,. ........ 
S... do 
c.N.-

0.1171 

._.. ... 
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Lo an1erior nos indicó que se pudo perder cierta canlidad de extraclo al realizar el 
cambio de recipien1e y que la emulsión pudo suftir modificación aunque a simple vi11a no se 
no10. Por lo 1an10 para el presenle trab1jo se escosió qresar el extracto en el vuo de 
incubación. 

4.6.11. CUANTIFJCACION DE ÁCIDOS GRASOS LmRES (AGL) 
A un sramo de queso finamente picado se le qresaron cinco mi de ~er etllico. un mi 

de icido sulliirico 4 N y 2.5 s de sulfa10 de sodio anhidro. Se lriluró la mezcla y se dejó 
reposar por lo menos una hora antes de aft&dirle cinco mi de hexsno. Se cenuiflrsó a 2000 
rpm (Cen1riflrsa Sol Bal. U.S.A.) duranlo cinco núnu101. El sobreRldante separado se pasó 
por una columna que con1erúa un gramo de alúmina neutra srado IV lnactivada con 4 % de 
a¡¡ua (Sisma). El eluldo se puó dos veces por la columna y se lavó con una mezcla de 
hexano·éler dielllico ( 1: 1) y se secó al v1elo. La alúnúna le mezcló con ~er diisopropllico 
que conterúa 6 % (v/v) de •cido fórmico, se mezcló vigorosamente y se centriflrgó en viales 
de J.5 mi en una microcentriflrga (Eppendorf 5415C, Brinlcmann lnstruments, Alemania) a 
sooo rpm/5min. El sobrenadante se separó en viales'y se mantuvieron a -15"C hasla que se 
realizaron Ju de1enninaciones. 

Lo1 AGL se cuan1ificaron en un cromatógrafo de ¡¡ue1 (Varian 3700, U.S.A.) 
equipado con un inlegrador (Varian 4290, U.S.A.) y una columna de vidrio 10 % SP-216-
PS en 100/120 Supelcopon con Ju condiciones de1Cri1u por Deelh 11 al, (1983). So 
ob1u,·leron !01 perfile1 de modificación a lu O, 24, 48, 72 y 96 how. Se analizaron lu 
cinélicu y velocidade1 do liberación de los kido1 gruo1 libres C:4, C:6, C:8, C: 10, C:l2. 
C:l4, C:l6, C:l7, C:IB y C:IB:I. Adomú se obruvo el perfil de AGL do Ju muomu 
emploadu en Ju pruebas senso1 .·les. 

4.7. EVALUACIÓN SENSORIAL 

4. 7.1. PRUEBA DE NIVEL DE AGRADO 
Se proporcionaron aproximadamente cinco ¡ramo1 de quelO procesado en pequeftos 

recipien1e1 de plwico. 101 cuales .. colocaron en paneles en donde se llevó a cabo la 
prueba. A cado juez .. le proporcionó un ltplz y la hoja del cueationario (Anexo 2.1.) y se 
les indicó que leyeran Ju instrucciones con atención y 11 1trúan alll\llll duda pre¡¡unlaran, 
ademu de dar una explicación oral. Lo1 juecet fileron 100 peraonas, estudianles, 
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trabajadores y visitantes del conjunto "E" de la Facultad de Qulmica, UNAM, en donde se 
efectúo la prueba. 

Los jueces seftalaron su nivel de a¡¡rado en una escala de .5 a 5 y se realizó el análisis 
de los datos obtenidos, calculando la media y la desviación estindar para determinar la 
aceptación del producto por parte del consumidor (Pedrero y Pangbom, 1989) 

4, 7.Z. ANÁLISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO 
Todo el trabajo de la presente prueba se realizó en el laboratorio de Análisis 

Sensorial, Depanamento de Alimentos, Facultad de Qulmica, UNAM. 
Selección de jyeccs. La selección de los jueces se realizó entre personas que tuvieran 

conocimiento sobre el tipo de análisis que se realizarla. Se escogieron cinco y se les dió una 
plática de información sobre el proyecto y los objetivos de la prueba. 

Entrenamiento. La segunda etapa consistió en el entrenamiento de los jueces que so 
realizó en cuatro sesiones de dos horu de duración, en fu que se les dió a probar una gama 
de diferentes tipos de quesos, que abarcaban desde los denominados como frescos hasta los 
madurados, incluyendo el queso procesado. Se les pidió que describieran los atributos 
sensoriales que percibieran en cada una de fu muestru proporcionadu. 

Selección de Información. En una tercera etapa se analizó la información generada 
en la etapa previa, obteni6ndose los descriptores mis imponentes para el análisis que se 
deseaba realizar. Estos descriptores se discutieron en dos sesiones de trabajo para que los 
jueces se pusitran de acuerdo y homogeneizaran el "criterio y lenguaje sensorial" con el que 
realizarfan la evaluación del queso procesado. Ademis se definieron los patrones o 
referenciu que describirtan cada atributo que se medirla. 

Evaluación del queso pr.:· ;sado. Se llevaron a cabo cinco pruebu del queso 
modificado, en diferentes dlu cada una, en lu que se proporcionó en una charola, ademis 
del producto modificado, dos quesos diferentes (queso manchego y brie), para que se 
calificaran tambi6n y poder compararlos con .el modificado. Además se les proporcionó otra 
charola con lu referenciu de los descriptores, la hoja del cuestionario con los atributos a 
evaluar y un lipiz. 

Los resultados obtenidos se analizaron por medio de un Anillsls de Varianza de dos 
vías y una prueba de ran¡o múltiple (Duncan). La metodologia anterior tuvo como 
sustento teórico lo expresado por Stone d al, (1974); Zook y We11man, (1977); Sido! y 

Stone, ( 1976). 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

!1.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTO ENZIMÁTICO 
L:1s condiciones que se emplearon para la ob1enci6n del eJ<tracto fueron 

detennina,tas previamenre dentro del IJlllPO de trabajo (Tobalina ~' al, 1990; Tobalina 
comunicacii•n personal). Los multados ob1enido1 se muesrran en la Tabla 1 y, como se 
puede obsen•ar, no ellis1i6 aran variabilidad entre Ju r~licu, considerando que el 

coeficiente de variación esti entro 6 y 8 %. E1101 valores se cuanlillc:aron para es1ableccr lu 
caracteristicu generales del eirtracto con el que se trabajó y utilizar, denlro do Jo posible, 
siempre un extrac10 que cumpliera con condiciones semejantes. 

TABLAI 
Resultadas de obtención del eatncto enzlm•tlco de P. t:tulco/11m 

lSTAl>tSTICA llOMASA PROTllNA ACTIVIDAD ACTIVIDAD 

mwml IXTRACILULAR LJPOLlTICA ESPICClfiCA ,.., .. UL 11M 6S. l111ldm 
u• ..... 

PROMEDIO DI 21.71 27.5 118.57 4.31 

TRES REPLICA!> 

'DS 1.5825 J.7321 7.5450 0.2586 

"CVI%\ 7.2 6.29 6.36 6.0 

• Drn1acl4• n•••dn •1COlfldn&e • nrt1d61 

!1.2. DETERMINACIÓN DE Al ~IVIDAD LIPOLfTICA 
El método que se empleó en el presente trabajo fue el de calda do pH y 101 resultados 

obrenidos de Ja validación de este !Mtodo ~presenlan en el Aaeao 1.1. 

5,J, DETERMINACIÓN DE PROTEINA EXTRACELULAR 
La cuantificación de protelna oxtracelular se realiz6 por el método propuesto por 

Bradford (1976) y 101 resultados do la validación del método se presentan en el Aneao 1.2, 
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5.4. CONSERVACIÓN DEL EXTRACTO ENZIMÁTICO 
Una vez obtenido el extracto enzim!tico, se deienninó la fonna mú adecuada de su 

conservación. Se examinaron lu fonnu mú comunes de conservación: refligeración, 
congelación y liofilización, pues se contaba con el equipo necesario y no rcqueria de mayor 
sofisticación el realizarlu. Los resultados obtenidos se muellran en la tabla 2, y se puede 
observar que los mejores porcentajes de actividad, después de 6 semanas de 
almacenamiento, se presentaron cuando se lio&lilizó la muellra, ya que no sólo se mantuvo 
la actividad sino que se concentró. Ésto podrfa ser porque se elimina el agua y ésto 
disminuye la actividad cnzimitlca del extracto, evitando que la lipua pueda ser degradada 
por proteuu presentca en él, y además, porque se puede resuspender la muestra en un 
volumen menor al que se liofillza. 

TABLA2 
Conaervacl6n de eatnclo emlm,tlco en diferentes condiciona de almacenamiento 

!EXTRACTO RIEFIUGIRACIÓN CONGIELACIÓN LIOPILIZACIÓN 

RIECltN OIRNIDO s•c -1s•c % Ac:liviclad remancnlc 
(% Aclivtdad lnlclll) % Acllvtdad ............ % Activtclad llllllllCllle cles¡Mo de 6 semanas • 

,.,,_...,_de 6 1emanu • lllNN.W. de 6 lema.na • 

too 28.46 
too 6&.77 

too t44.28 
• PnNMdlol di tftl ftfllCU 

Si bien de loa 1 • '' proc:eaos utilizado a el de mayor complejidad, por el equipo que se 
requiere y la fonna en que ac prepara la muellra, ea el de liofillzaci6n, cate proceso fue el 
seleccionado, por loa resultado• que ac obtuvieron tomando en cuenta que realmente exiS1e 
diferencia altamente significativa enue I~ .muestras para ps0.01 (Tabla 3). Además al 
liofilizar lu mueruu, se disminuye nolalilemente la posibilidad de contaminación y se 
pueden obtener diferentes concentraciones de enzima, variando la c:uilldacl de agua en la que 
se reauspenda la mueatra liofilizada. 



TABLA3 
AllAlllll doV11iaa. p1radllen9t11-dlcloan 

do C ... naeJ4a del Hll'llCIO eazlmillcO do p,-.,,.. 
Condiciones Promedio Varianza N 

Rclitscroct6n 
Consclaci6n 
Lloftlizlct6n 

%Acllvidad 
Remanen le 

21.46 0.1766 
68. 77 0.0506 
14UI 0.10'6 

P • 9l45l.57 Pan pS0.01 SI cxllle 
dl(crcnc:la 1ipilllcaUca 
cnll1lpR1medi01 

S.S. DETERMINACIÓN DE ESTABILIDAD TtRMICA DE LA 
LIPASA 

En la elaboraci6n de quct01 modificados enzimáticamen1e, uno de 101 pun101 cri1ico1 
es la incorporci6n de la enzima al produelo llcteo (MoskowilZ y Noelclc, 1987). Esto es 
paniculumente importante en el cuo del presente trabajo, en el que ae tenla que l\lndir el 
quesQ parft formar una emulsión en la que pudiera aC1Ulr la lipua, ya que la misma ae1uara 
en inteñase agua·accite (Wlútakcr, 1972; Amold, 1975; Shwimmer, 1981; Junge, 1984; 
Stauffer, 1989; Brady 11 al, 1990; Godtftedscn, 1990). Para lograrlo resulta critica la 
temperatura de incorporacióf ~e la enzima al produelo lielco para iniciar el proceso de 
modiftcaci6n. 

Por lo mencionado anteriormente l\lé necesario determinar la estabilidad térmica de 
la lipua, para ul establecer la tempcratuia 'nWcima a la que ae podria trabajar sin que la 
enzima sufiiera algun dallo. Como ae muestra en la Figura I, la enzima mantuvo su actividad 
cui sin cambio huta 101 50°C, pero por arriba de esta temperatura decrece notablemente 
hu11 perderla por completo a 60°C, posiblemente por deanaturalizaci6n o al¡ún cambio en 
la e11rue1ura de su sitio activo. 
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%ACTMDAD 

20 JO .. 50 .. 10 
.. ::UootC&llUIU&c:owr-. ,....'IUMCtMDOIC&INll 

1 PORCENTAJE •I 
FIGURA 1. E1tablllád t6nnlca da llpau de P. c•Micolum donde el porcentaje 

H ,.n.,. a la a.·'"-•ded ,.manente. La• condlclon11 d• reaéd6n u 
Hpeciftcan en i.. •,etodologla (4.5). 
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s.6. PROCESO DE MODIFICACIÓN DEL QUESO 

5.6,1, SELECCIÓN DE MATERIA PRIMA 
En e11udio1 previo1 l'ellizado1 dentro del 81Upo de in-lipción, 11 hablan evaluado 

diferem11 tipos de quHO que podrían servir como materia prima para elaborar productos 
modificados (Nurko, 1990). En ellos 11 detenninó que el quHO tipo manchego marca 
Caperucha cumplla con lu condiciones requerida, ya que tenla una calidad microbiológica 
buena y conatante, ademu de otru caracteri1ticu fllicoqulmlcu imponantet para el 
proceto, como buena consistencia para lündir, et decir, exittia menos separación de grasa 
durante el calentamiento que en 101 otros quHOs que 11 examinaron, ul como cumplir con 
el contenido de grua que marca la norma y tener un pH inicial adecuado para el proceso de 
fusión. Lu caracterf11lcu 111'\aladu 11 corroboraron en el presente trabajo, lo que conñrmó 
la calidad con11ante del queto. 

5.6,Z, ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO DE MATERIA PRIMA 
El control nticrobioló¡lco lüé un factor primordial para deterntinar la calidad de la 

materia prima con la que 11 trabajó, ya que la prnencia de microorpnismos no deseados 
implicaba, desde el punto do villa t~co. tener otru variablet en nut11ro producto que no 
estarian bajo contro~ y desde el punto de villa unitario, la posible presencia de 
mlcroorsanismos pat611enos en el queto podrfa ocasionar problemas de talud en quienes lo 
consuntieran. Ademia 11 necesitaba que la calidad ll~ 1• ~•teria prima no 1610 fuera buena, 
sino quo también fuera conllante. 

Para empe:r.ar a trabajar con el queso antes mencionado, 11 le realizaron nuevamente 
lu pruebu de calidc.. rnictObioló¡lca ntablecidu por la Norma Oficial Mexicana para 
quet0 tipo mancheflo (NOM-F-462·184) y el valor de pH, el cual et indicador do la calidad 
y l\io un par6metro de control durante el d~Uo de la invnlipción. 

Lo1 resullado111 pueden obMrVar en la Tabla 4 comparados con lo que deterntina la 
Norma Oficial Mexicana. Se pudo confirmar la buena calidad del queso, ya que cumple con 
lu e1peciflcaclonn que H nlipulen. Por lo tanto, 11 decidió continuar trabajando con este 
producto, ya que o&eció la legllridad de tener una materia prima de calidad buena y 
con11an1e. 
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TABLH 
1 d d 1 611 Rnu ta 01 e an 1 1 11 11 au m co v m crob o 6•1co d eta mate ria rl n1 ma 

ESPEClflCACIONIS RISULTAllOS NORMA onCIAL 
"-XPllRIMINTALIS MIXICAHA - M!MMo MÁXIMO 

Orasa lbutirical % 3t 25 

'"H 5.15 5 6 

COLtFORMES INMP/<l 400 - tOOOOufcla 

f.Jchtrlchlo coll lNMP/a) 15 - tOOOufcla 

StaDhvlococcvJ ª"""' Nl!OATIVO - tOOulcl• 

Salmandlo en l!a NEGATIVO - NEGATIVO 

HONGOS lOcoV• - 40ufcl• 

LEVADURAS 20coVa - 40ufcl• 

!.6.3. DETERMINACIÓN DE ACIDEZ 1 pB 
La medición de acidez tuvo como objetivo principal realizar el seguimiento del 

proceso de modificación del sabor del queso proceudo, como una ellpa previa da la 
caracterización del producto por cromato¡rafta de ¡ue1, con lu posibles limitantes 
expuestas en la metodolo¡fa. Se pudó ob1en1ar que la acidcoz determinada en los bllnco11in 
extracto enzimitico, corrido• en forma paralela a lu mediciones realizadu, se mantuvo por 
abajo de la que se generó con el extracto enzlmitic:o, manteniendoae en la acidez inicial o 
variando poco con r11pecto a óata. Lo mencionado anteriormente noa Indica, que no se e11i 
generando acidez en el c¡ueao per u, al meno• no en aran porcentaje, y que éata ae genera 
sólo en mayor porcentaje, cuantlo ae 18fep el exuacto enzimitico (Figuru 2-6). Adenút, 
en 101 perfiles de Acido1 ~- librea obtenido• por cromato¡¡ralla de 8IMI, se pudo 
comprobar la eapecificldad de la lipua de P. caulcolum por el icido butlrico, pues áte 
aumento su concentración 20 veces, duran~·el proceso de modiflc:aci6n (Figura 8), mil que 
101 otros leido• ¡¡raao1 librea (AGL) analizados. Al comparar lo~ porcentajea de grua 
lipolizada en el queao, obtenido1 por porcentaje de ieidez expresado como leido butlrico 
(7.35%) y el detenninado por cromato¡¡rafta de ¡¡ues como AGL (8.4"•> para cuatro dlu de 
modificación, se encontró que flleron aimilarea. También ae ha reportado en queao suizo, 
que una porción conaiderable de ieido1 graao1 librea inaolublea en qua (C:6-C: 18), se 
encuentran al analizar la fue acuosa. Lo que lleva a auponer que cxi1ten otroa factorea, 
ademb de la solubilidad en agua o aceite. que tienen que ver con la exuacción de los AGL. 



por ejemplo, que 1e encuentren localizados en la inteñue a¡¡ua-aceite del queso y sean 
arrastrados en la tise acuosa, o que 101 4cidos gr1101 se unan a los grupos cargados 
positivamente de proteinu y péptido1 de la tise acuosa (Biede y Hammond, 1979). 

Lo mencionado anteriromente nos pemúte suponer que el método utilizado para la 
de1emúnación de ácidez, es aceptable y fue útil para csle trabajo especifico. Pero deben 
tenerse en cuenta las limitante que tiene el método, principalmente que la detemúnación 11e 

realiza en fase acuosa y que la mayorla de los 4cidos generados por lipólisis, extrictamente 
hablando, no son solubles en agua, adel!IU, ser4 mis complicado seguir el proceso de 
Jipólisis a una enzima que no tenga especificidad por el 4cido butirico o que no se sepa su 
especificidad, por lo tanto, se deben analizar los objetivos que se tienen antes de empl=r 
este mé1odo. 

El valor de pH se utilizó como una prueba comparativa con la acidez, para 
detemúnar ai se tenla u.11 relación entre las dos mediciones, que pudiera corroborar los 
datos obtenidos en acidez. 

Estas detemúnacioncs tienen la ventaja de ser r6pidas y económicas. Lo anterior es 
imponante, si se toma en cuanta que debido a loa objetivos del tnbajo, en el que se intentó 
establecer las condiciones de elaboración y modificación del sabor de queso procesado, se 
tenlan que realizar una gran cantidad de determinaciones, lo cual fue una limitante para 
utilizar otras pruebas que pudieran considerarse como mh precisa&, pero que son mh 
complejas y era dificil utilizarlas como una determinación de rutina, por ejemplo, la 
cromatografla de gases, la cual se reservó para caracterizar el producto final. 

M.4. DETERMINACIÓN DE CONDICIONES DE FUSIÓN 
Para establecer las condiciones de fusión se tomaron en cuenta 101 pasos generales 

propuestos por Kilara ( 1985) para modificación de productos 16cteo1, ul como el proceso 
de modificación en crema ~-,<miado por Matute (1992). Se realizaron cambios para 
adaptarlas a las condiciones requeridas en el proceso de modificación de queso y de acuerdo 
al extracto lipolftico que se utilizó. " 

En el proceso de fusión una limitante oper~tiva es la temperatura do inactivación de 
la lipasa, que como ya 11 mencionó anteriormente, 11 iniciaba por arriba de 50'C, por lo que 
fue necesario lograr la fusión por abajo de esta temperatura. El problema imponante 
consisiió en evitar la separación do fue1 a¡¡ua·aceito durante la fusión, por que la lipasa, 
como ya se dijo antes, actúa en la Interfase a1111a·aceito. 
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Para lograr lo anterior se utilizaron sales fundentes, lu cuales, ademu de disnúnuir 
la temperatura de fusión y evitar la separación de fases, mejoraron la textura, y como 
consecuencia de las dos primeru caracteristicu pennitieron que se generara mayor acidez, 
que como ya se explicó fue el Indice que se utilizó para establecer que la lipua estaba 
actuando sobre el sustrato y modificando el aabor del producto. 

Se probaron tres diferentes sales fundentes: citratos, polifosfatos y sales comerciales. 
En estudios anteriom (Nurko, 1990) se hablan probado lu dos primeru, obteniéndose 
mejores resultados en cuanto a textura con los citratos; pero la temperatura de fusión era 
mayor a la que se necesitaba en este trabajo, por to que se decidió probar lu sales que se 
utilizan en forma comercial, ademú de lu que se hablan utilizado anteriormente, para 
comparar los resultados. Los mejores resultados se obtuvieron con ta mezcla comercial, ya 
que como se puede observar en la Tabla 5, con ellu se obtuvo la menor temperatura de 
fusión, no existió separación de fucs y se obtuvo una buena textura. 

TABLAS 
EFECTO DE LAS S/\LU l'IJNDINTU IN TEXTURA Y CINERACIÓN DE ACWIZ 

SALES Tl:XTURA(I) SIPARACION DI 

l'IJNDINTIS JASISl2\ 

CttnlOI llen•IH Poco 

PoHfodalOI Re-"·· Poco 

c-n:taJn Buena Nld.I 

Bluco .. Mala Mucbl 
•Laoddnl'IM-,.laodln%A-htlrl"' 
••si• Hin l'Ude1&n., 1la 11tnc1D culaidco 

Tl:MPIRATURA ACWIZGENE· 

Dll'IJSION..,., RADA• f96~nl 

" l.l600.l2 

45 2.t3Ml.Ot 

39 2.32Ml.04 

58 l.]IU0.11 

(l) T11hln Mii .. MllY 1.,._.'1 ülclola. Tt1hH• ....... Pone 1nm.1 •c..iclou. Tt1l•n b•a..s&a 
1ntmoealc~dola 
(l) Mue .. • Stob11rn di_.._.._ Poca-SI ob11rn al mcmrla •Mtll'L N1d.-No Mobtlna al al 111wul1 ..... ,., 

Por otra parte, la acidez ¡enerada fue mayor, cuando ie usaron lu sales 
comerciales, como se puede observar también en la Figura 2, ademU, se realizó un anilisis 
de varianza para comparar 101 diferentes perfiles de acidez, que se lo¡raron con lu tres 
diferentes sales y se observó que exi11la diferencia 1igniftcativa entre ellu (psO.OS). 
Mediante la prueba de ran¡o mütliple LSD (diferencia núnima 1i¡nificativa) se estableció que 
entre Ju sales comerciales y citrato de sodio exi11ia diferencia si¡nificativa y que polifosfatos 
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no tenla diferencia •isnifi;ativa con nin¡uno de lu dos (Tabla 6), po lo que se decidió que 
se utilizarían lu 11111 comercial11 durante todo el proceso de modifi;ar.i6n, por que daba 
mejores caracteristicu de textura que polifosf1101, pero princip"lmmte porque daba un 
mayor marsen de temperal\lra para poder trabajar con mmor ries¡¡o a perder la actividad de 
la enzima. 

. 
Tltmpo (bo111) 

CmtATOI 1.25 1.56 ..,, 1.11 1.14 

POLIPOSPATOI ~ 1.25 1.17 1.9' 2.00 2.1 

SALES COMBICIAUI <> 1.25 1.13 2.17 2.JI 2.29 

BLANCO 
,,. 1.25 1.11 0.92 l.JI l.J7 

FIQURA :a.compara~· :1111 clf-llllle de flllliln .-.-11111 procno 
dem-. El blanca Ullindono cont111l1-deflllliln 
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S1de1 de ru1l6n 
Error 
Total 

TABLA6 
An4lbl1 de V1rfaua 1 pnicb1 de rulO mulllplt LSD puacnmpll'll' 
111 dlferen1e1 ultl de r.llcle •lflllldu ea el pl'llCna de-mc.cidL 

G.L 

2 
42 
44 

Sum1de 
CU1drodoo 

0.9221 
4.1323 
"7551 

P.-.dlode 
Culdrodoo 

0.461• 
0.1151 

• 111111dlflr'llcl•11pSncaUn nin 1111a>n ps:0.15 

Pnaeb1LSD 

, 
•.0103• 

Promedlol % Acldel 
1.61 

Gropa1 
Cilllto de IOdlo a 
l'olifOlfl1ol•b 

Sala a>merlcalOI C 
1.85 
1.95 

a.b,c IAINI lp11H ao ...... dlttnt1cl1 1lplftC1llYI psi.OS 

Para reafinnar la utilidad do fu Mies de fusión en el proceso, se realizó un 
experimento en el cual, a una muestra a modifü;ar se le a¡¡re¡¡aban Mies y a olra no. Como se 
puede observar en la Figura J, al realizar el proceso do modificación con Mies do fusión se 
obtuvo una mayor generación de acidez que cuando no se utilizaron, y la diferencia que 
existe en!re ellu es altamente si¡nificativa, como se pudo determinar al realizar un aM!i1i1 
de varianza (ps0.01) para comparar fu dos condiciones (Tabla 7), lo que conJlrm6 la 
necesidad de utilizar las salea do fusión. 
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' ' · .. _:.. .., ... ,,· ,, ____________ :·· __ _:;;_· ___ ;..: _______ ' 

. 
Tltrapa(boruJ 

CON SALES DB FUSION ... 1.91 2.17 2.01 Z.J4 u 
SIN SALES DI! FUSION 1.91 l.IS l.7J 1.9 2.01 

BLANCO + 1.91 1.59 1.61 l.1J 

FIGURA 3. D1t1rm1Mcl6n di 111 lnftUlnda quo tiene et ... , Nin de MIOn y no 
uoe~11. •n 11g0Mflcl6ndi1cldt1. El btenco no contlone Nlndl 
luol6n ni e111r1cto 1nztm'11eo. 

TABLA.7 

1 ... 

Allilllil de V1rlU11 . ·"A c•pnrd p,..... de -lflclC1611 aJUdo 
lllelcltfi1116111 ... •llllaulu 

V1rl1btc G.L .... P.-dloclt ' Cndradol Cudradol 
Cono1lnSlln 0.560J 0.560J 21.9717" 

de fu.sida 
Error 21 0.549 0.0196 
Total 29 1.1093 

•• 111111 lllftruda 1lplftca1tva nin In 1aln ,sa.11 

JJ 
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Tambien se probaron diferentes temperaturu de incorporación de las sales. Ello 
permilió establecer que se lograban mejores resullados (mayor generación de acidez). al 
agregar las sales a una temperatura de 25'C mas que a 30 o JS'C. Ésto quiere decir que se 
deben d• agregar desde el inicio del proceso de modificación. La diferencia entre las 
tcmperatur~s fué significativa como se demostró al realizar la prueba de t•Student a los 
resultados obtenidos (Tablas 8 y 9). Esto se ••plica porque lu sales, al estar presentes desde 
el inicio del calentamiento, empiezan a interaccionar con la caseln* para formar un 
compuesto más estable al calor que el formado entre la proteina y el calcio lo que evita se 
produzca separación de fases al fundir el queso (Patan, 1990), esto favorece una mejor 
te•tura del queso fundido y tarnbien una mejor incorporación de la enzima, lo cunl 
repercutir• en su actividad sobre el sustrato. 

TABLAS 
tNFLVENCIA DE LA TEMPIRATVRA DE INCORPORACIÓN DE SALES DE FVSIÓN EN EL 

DESARROLLO DE ACmEZ 

TEMPERATVRA DE ACWIZ INICIAL • ACmt:z FINAL• INCREMENTO DE 

INCORPORACIÓN IOborul 196borul ACmEz• 

25 o.u 3.66 2.83• 

30 0 .. 98 2.05 1.07 b 

35 l.to 2.14 1.<Mb 

• t.. Hldn 1116 npo111da como"• d1 6cldo butlrico 

•,b lA1ra1 dlr1nn111 Indica que 111111dlt1re1cla1Ja1lnc1Uu pira psO.Dl 

TABLA.9 
Prueba t·Studeat para dctcrmlaar 11 ca.late dlfcruc:l1 ra1re lu tempcnturu 

de locorporacl4a de tu ulel de ru116L 

Condición 

Tcmp. lncorporacl6a 
C•J,71121u 

Promedloo 
'lioActda 

1.05 

Vartaua 

1.05~ 

.. l1ln1 dlr•re•cl• 1Jaalnnllv1ealrt111 co•dlrloan pSO.Ol 

3~ 

No. muenru 
ualludu 
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S.6.!. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ENZIMA 

En el grupo de trabajo se habían realizado an1eriormen1e invesiisaciones en los que 
se modificó el sabor de crema con diferemes e><1rae1os enzimiticos. enlre ellos el de 
l'e11/cil/i11m caselco/11m, y con el cual se ob1uvo una acidez de 3.5% reponado, como 6cido 
bulirico (Tobalina. comunicación personal). A 101 produelos obtenidos se les aplicó una 
prueba sensorial de preferencia, y 101 jueces escosieron con mayor frecuencia como primera 
opción el de P. case/co/um. Tomando lo anlerior como base, se buscó obtener como mlnimo 
ella acidez en el queso modi6cado, para lo cual fla6 necesario determinar con qué actividad 
lipolhica se alcanzaba 611a, y posteriormente de1ermlnar si el sabor senerado en el queso 
lenta acep1ación entre los consumidores. 

Para realizar lo an1erior se u1ilizaron e><1rae101 con diferenle ac1ivid1d lipolidca y los 
resuhados oblenidos mostraron que la acidez esperada se obtuvo con una aclividad de 108 
UI (Fisura 4) y que se alcanzó en un tiempo menor a 101 4 dlu que duraba el proceso de 
modificación. Lo anlerior indicó que se podria cumplir con el obje1ivo de 1umen1ar el sabor 
en un tiempo mú cono que el normalmente empleado en la elaboración de quesos 
madurados, que puede ser de 20 hula 120 dlu, depediendo del tipo de queso (Kinsel y 
Hwang, 1976; Law, 1984; Arbise, 1986). 



.. o1c,.._ ., 

. __ , 
ll.7uMlmlmhl ~ l.11 0.92 1.39 1.56 l.fl2 

4J.luMlml m1n + 2.62 0.92 1.11 2.26 .... 
69.9uMfml min 2.9!1 0.92 .... l.15 U7 
IOIUM/ml rnln 3.9 0.92 2.07 l.I '·' BLANCO * o.n 0.71 1.22 t.42 0.92 

FIOURA 4. 0111rrollo d11cldu genndo con extrlcto enzfmlfillco 
con diferente actividad d• P. cllMlccWm. 
El blanco no tltnt IXtrlcto enzlmttfco. 

S.6.6. DETERMINACIÓN DE LA TEMPERATURA DE INCUBACIÓN 
Para la determinación de la temperatura de maduración se experimentó con 29 y 

37°C. Éstas se escogieron tomando en cuanta los trabajos realizados por Lamberet y Lenoir 
(1976) y Alhir ti al, (1990), ·'"J si bien. e11iblecieron la temperatura óptima de la lipasa de 
I'. "aselcolum, en JSºC, entre 28 y 38ºC se mantiene por aniba del 90"/o de su actividad. 
Esto nos oftecla un margen de temperatura para poder trabajar y escoger la temperatura de 
incubación de la muestra. 

La mayor seneración de acidez, de acuerdo a estudios previos del arupo de trabajo, 
se presentaba a 37ºC, por lo tanto, se escosió cata temperatura para incubar el queso 
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durante el proceso de modificación. Por otra pane, se elisió 29'C como otra opción, porque 
a esa temperatura 1111 obtenla el exlraClo enzimitico. 

Al probar1111 lu dos 1empera1ur11, se pudo observar que a 29'C se generaba una 
mayor acidez que a 37'C (Figura S), lo cual nos indicaba que la lip111 actuaba con mayo1 
eficiencia en la primera, ya que la actividad lipolltica del exlraClo utilizado fue la misma pa1 a 
las dos condiciones. Para asegurar que la generación de acidez no se producla quimicamcn1c 
por el lratarnlenlo de la muestra por microorgani1mo1 presentes en el queso, sino que '" 
debla a la lipa11, se corrió un blanco, sin elllraClo enzimilico, en forma paralela para cada 
condición. Al analizar 101 re111ltado1 e1tadl1ticamente mediante un anilisi1 de varianza ,,. 
enconcró que la diferencia encre lu dos fue significaliva (ps0.01) (Tabla 10). 

29C 

37C 

-~----:...'-·,:.....:_-;.;;:_· ____ ..,:_~_;... __ ~-----------

-----------------------------------, ,,. · , 

2.19 

1.21 

2.31 

2.01 
2.JJ 
z.11 

2.29 

2.09 
IL.ANC029C 1.61 1.Q 1.71 1.'19 

11.ANCOJTC 1.99 1.6! 1.66 l.SS 1.74 

FIGURA 8.Comp1 .. c1on d• dlfarantn tampar1tur11 do lncubaclOn dol producto 
modlftcado. Loa blancos no tienen ntr1cto enztm6tlco. 
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V1rlable 

Ttmp. 
lncubocl6n 

Error 
Tolal 

TABLA 10 
AnAllll1 de Vart11111 para delcrmlaar al eallle dllt"'acla llplflcallta tal"' 

lu temperallru de lacubaclh 

G.L S•11ade Pl"Ollltdlode r 
Cuadradoo C:111dradol 

0.1168 0.1168 9.3224•• 

23 0.3507 0.0125 
29 0.4675 

•• 1111 .. dlhnacl1 1Jplftullr1 HIN lu ttmptnihlru ps:O.OI 

Por lo mencionado anteriormente se decidió utilizar la temperatura de 29"C, porque 
ademas era menos drútica y el suto de energla seria menor, teniendo en mente su posible 
aplicación a nivel lndu11rial principalmente. 

!.6.7. DETERMINACIÓN DE TIEMPO DE INCUBACIÓN 
El tiempo de incubación se habia establecido en trabajos anteriores, aplicados en 

otros productos licteos (Nurko, 1990; Orozco, 1993) y flie de 4 dlu, este tiempo se 
mantuvo ya que se considera un periodo cono, que era ateo que se deseaba consesuir, para 
que diminuyera costos de elaboración por concepto de periodo de maduración, 
considerando la elaboración a nivel indullrial. 

Lo que se pretendia con esta pNeba era mantener la incubación durante mú dlas de 
los que normalmente se dejaba y observar el componamiento de la lipua mediante el 
sesuimiento de la seneración de acidez. Es decir, si conforme transcurria el tiempo 
aumentaba, por la acción de la lipua sobre los triglicmdos y la consecuente liberación de 
ácidos srasos libres o 1i dirninula porque la misma lipua no actuaba sobre el su1trato por 
que sufiia al¡¡ún tipo de inhibición, porque existiera limitación por su11rato o porque los 
compuesto• liberado• no ':lodificaran la acidez .. Si dilminula, determinar en que tiempo 
inici•ba el declive de la actividad de la enzima, é1to para poder establecer cienu limitantes 
en el uso del proceso o posibles aplicaciones del producto obtenido. 

Como se pudo observar (Fisura 6), durante los 1iete dlu de incubación la acidez 
siguió aumentando y no mo1tró una dilminución, al meno• huta el tiempo probado. El 
porcentaje de acidez obtenido en el séptimo dla de 4.96, equivalla al 11.19"/o del total de la 
¡¡ra11 en ol queso y ti un valor alto. Este porcentaje ti 1uperior a otro1 que1a1 reponados, 
pnr ejemplo, quesos camemben1 normandos que alcanzan niveles de 6-10"/o, queso 
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roquefort So/o, queso souda 1.5%, queso brie 3.2o/o y sólo es superado por quesos azules 
que alcanzan enlre 18·25% (Choisy et al., 1990). Mien1ras que al cuarto dla la acidez 
oblcnida de 3.77 correspondla a 7.35% del 101al de yrasa, que comparado con los valores 
an1es senalados, nos indicaba que eslaba en el ranyo del comun de los quesos madurados. 
cxcep1uando a los quesos azules que son de un sabor muy inlenso y reforzaba la propues1a 
de dejar cuatro dias de maduración al queso procesado. 

Los resullados anteriores ofrecieron variu posibilidades de uso del proceso: podría 
emplearse para ob1ener un sabor intenso para utilizarse como concentrado de sabor a queso 
en diversos produc1os, por ejemplo, "dips", ensaladas, sopas, yallet11, e1c. y por olra panc 
existia la posibilidad de delener antes la incubación y utilizarlo como un queso con sabor 
madurado o variar los tiempos para obtener un perfil de sabor especifico y ofrecerlo como 
produclo 1errnindo, de acuerdo a las preferencias del consumidor. 
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U,.,, CUANTIFICACIÓN DE ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL) 
El perfil de ácidos grasos libres (AGL) que se generó durante el proceso de 

modificación de sabor del queso procesado en ias condiciones mencionadas 
anteriormente, sufrió un cambio progresivo en las concentraciones de los diferentes AGL, 
¡¡cnerados por la lipasa del eKtracto enzimático que se utilizó (Figura 7), pues en el blanco 
corrido en forma paralela al proceso (sin utrácto enzimático), el cambio que se generó 
en las concentraciones de AGL fue mlnimo (Figuras 8-17). 
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El total de AGL aenerados a las 96 horas de modificación, fue de 2530.7 mg/IOOg 
de queso, equivalente al 8.4o/o de lipólisis, considerando que la ¡¡rasa de la leche está 
compuesta en un 98o/o de tri¡licdridos (Grestl et al, 1993). Esta cantidad de AGL es 
p~cida a lo r<ponado para queso romano rayado 2516m¡¡/100g de queso, pero muy 
superior de los valores de otras variedades de quesos italianos como provolone 153·680, 
parmesano 281-499, y mozzarella 36-46 m¡¡/100¡ de queso (Woo y Lindsay, 1984) y 
queso eheddar de menos de uno y hasta diez meses de maduración 276-1583.lmg/IOOg 
de queso (Woo y Llndsay, 1982). Pero fue menor a lo reponado para queso roquefon 
3245.3 y queso azul 3523mg/100g de queso (Woo el al. 1984) y queso azul madurado 
aceleradamente 4282-4429mg/lUOg queso (Hane y Stine, 1977). 

Diferentes autores (KristofTersen, 1973; De Frutos el al, 1991; Bigelis. 1992 y 
Li¡¡htfield el al, 1993) han seflalado la importancia de los éeidos grasos libres en el sabor 
en quesos, sin descartar el papel de otros productos, principalmente los derivados de 
degradación de prote!nas. Estos ácidos, a su vez, son imponantes porque son el principio 
de la cadena de reacciones que se producen para generar una gran variedad de 
compuestos, como metil cetonas y alcoholes secundarios, que son responsables del sabor 
en estos productos (Seitz, 1974; Kinsella el al, 1976; Shahani el al, 1976; Moskowitz, 
1987). Tarnbidn se ha mencionado que conocer el contenido de AGL de un queso no 
explica totalmente los aspectos de la calidad su sabor (Woo y Lindsay, 1984). 

La magnitud de los cambios aenerados en el perfil de AGL comprobó que el sabor 
se habla modificado. Los AGL que se liberaron en mayor cantidad fueron los ácidos 
butfrico, miristieo, palm!tlco, este6rico y oleico, los cuales aumentaron 10.8, 7.8, 4.4, 3.9 
y 3.2 veces respectivamente durante la modificación, lo que indicó que la lipasa de P. 
caselcolum mostró ciena preferencia por los éeldos de cadena larga. pero ~sta fue mayor 
para el éeido but!rico, si ~.;~n los niveles de cada 1u10 variaron con el tiempo, (Figuras 8· 
17). Cabe seflalar que existió una disminución en el contenido de acidos palmltieo, 
esteárico y oleico de lu 48 a lu 72 horas (fisura 7), aunque despu~s siaue aumentando 
sobre todo despuds de 96 horas (fisuras 14, l 6 y 17), esto puede atribuirse a que estos 
ácidos estlln siendo transformados en otros compuestos como metil..Cetonas, pues se ha 
observado que ~sto pua en queso roquefon ( Kinsella y Hwana), sobre todo si se observa 
que la diferencia es mayor en el éeido oleico, que es el mu susceptible a sufrir reacciones 
de oxidación (Maraalit, 1981). 
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m perfil de AOL obtenido es umejante ul que presen111n otros tipos de quesos 
como camembcn y brie, pues éstos aunque tienen un conlenido total de AGL menor que 
el queso procesado, predominan en ellos los ácidos butlrico, miristico, palmltico, 
csicárico y oleico, mientras que eaprolco, caprilico, cáprico y laúrico se encuentran en 
cantidades pcquellas (Woo et al, 1984) también se asemejan con algunos quesos suizos 
comerciales en la misma forma (Bied y Hammond, 1979). 

Los resullados anteriores permitieron establecer que el sabor generado depende en 
forma imponente del tiempo de modificación y de la especificidad de la lipasa, además de 
los parámeiros establecidos como; la temperatura de incubación, el proceso de fusión y 

formación de la emulsión para que actúe la enzima y la calidad de la materia prima, 
principalmente en su contenido de grasa. Por lo mencionado anteriormente se abre una 
gama de posibilidades en la generación de sabor al utilizar esta enzima y modificar alguna 
de las variables mencionadas anteriormente. 
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Se analizó 111111bi~n el perfil de ácidos ¡rasos de las muesb'BS utilizadas en las 
evaluaciones sensoriales, ianto para las pruebas cuantitativas como la de nivel de agrado. 
Esto se realizó para determinar qu~ ian diferentes eran las muestras,con respecto a su perfil 
de AGL, y qu~ tanto podrian influir en los resultados dados por los jueces. 

Los resultados obtenidos mosuaron que el perfil para cada tipo de ácido graso, 
evaluado por separado, fu" muy parecido en las diferentes mueslras {Fi¡ura 18), y al 
analizarse estadlsticamente por lk prueba t·Student, se comprobó que no eKistla diferencia 
significativa enue las diversas muesuas, sólo eKistió para los 4cldos cáprico, laurico y 
mar111irico para una p:sóO.OS. En cuanto al perfll IJllli:zado en forma total, es decir, todos los 
ácidos ¡ruos en conjunto, se pudo observar que son similares, y al realizar un anilisis de 
variant.a entre las diferentes muestras para pS0.01, no eKistió diferencia si¡nilicativa entre 
ellos (Tabla 1 1 ). Los resultados anteriores indicaron que las diferentes muesuas que so 
emplearon, no fueron diferentes en cuanlo a su conienido de ácidos grasos, y que por lo 
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tanto, se disminuyó al mlnlmo la posibilidad de que las evahuu:iones sensoriales fueran 
erróneas o poco confiables, porque se estuvieran evaluando muestras muy diferentes en 
cada prueba, Es imponante considerarlo en el análisis descriptivo cwmlitativo, pues 6ste se 
realizó en cinco diferentes sesiones y los resultados no se podrfan analizar en conjunto si 
lus muestras hubieran sido muy diferentes entre sf, pues eso indicarla que, estrictamente 
hablando, se habrfan evaluad~ diferentes muestras, lo cual no sucedió. 
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FIGURA 11. Compnc:IOn de lo1 portlle1 de-9..- ll11101 quo pnoHntaron 

IH dlllnnlel PNObH Hnllortllt1 anollticll' la de nivel de agrado. 
NI• NO 111111 Cllflf'lnc:ll M1nibttw1 entre IU PfUIOel 
• !111111Cllflflnc:Aa1111nlftGlttv• enn &u Pf\lllHI peo.os 
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TABLA 11 
An61l1l1 de ~•rlanu para d11ermlnar1I ealltt dlflr1acl11l1nmcaUw1 entre la1 

dlfertntff pru1b11 Ha10rllln 1n11IUc11 y la dt nlwel de aando 

G.1- F 

Prurb11 
1en1orl1lt1 

Error 
Total 

Sum1d1 
CUlllrldOI 
771367.73 

Promedlodt 
Cuadrados 
192141.93 0.4057 NS 

45 21311194.16 475375.43 
49 22163261.19 

NS- NO 111111 dlf1rencl1 1l1allkaU"1 entre lu pruebo Hntorllltl 

4.7. EVALUACIÓN SENSORIAL 

4.7.1. PRUEBA DE NIVEL DE AGRADO 
Inicialmente se dctcnnlnó el nivel de agrado del producto modificado en una 

población cstadlsticamcntc representativa. El propósito de esta prueba fue tener una 
referencia de las posibilidades que el producto pc¡drla tener en los gustos del consumidor en 
general. El sabor generado en el queso modificado fue aceptado por un 72o/o de los jueces 
afectivos que participaron en la prueba sensorial de nivel de agrado (Tabla 12). El 
cuestionario empicado se muestra en el anexo 2.1. 

4.7.2. ANÁLISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO 
Dada la aceptabilidad del producto, se continuó con las pruebas sensoriales y se 

proccdio a realizar una descripción sensorial del producto. Se dctenninó el perfil de sabor 
modificado del queso proccwlo y se comparó con el perfil de la materia prima, que fue 
queso manchego, y con un queso madurado elaborado con un honao similar a P. 

cuselcolum, como lo es el quoo.> bric (Fiaura 19). La diferencia entre este queso y el 
Procesado es que el Bric se deja madwar para que genere su sabor característico de 30 a 40 
dlas, mientras que el procesado modificado alcanza su sabor en tan sólo 4 dlas, con la 
consecuente ventaja de un ahorro económico, además de poder obtener sabores más o 
menor intensidad, de acuerdo a las necesidades del mercado, variando los tiempos de 
modificación o la concentración de enzima. 
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TABLA 12 
Hoja de variado de dato• de la prueba de nivel de airado para el qu110 modlRcado con 

el 111nc10 1azlm•11co de P. ciurlco/11111 

FECHA DE PRUEIA1 2·111·94 
E1Hla dt C1llllcacl011 ·S- DISGUSTA MUCHO A S- GUSTA MUCHO 

PIN 1nd1elrdtO• IOn1lfm1tros 

JUEZ(n) Cat1ncacl61 JUEZ(o) CallfkHMI JUEZ(o) C1llllcad61 JUEZ(I) C111nc.cl41 

10 26 " 7,,0 76 

10 27 ,2 uo 77 6 

10 21 ,3 7,,0 71 6 

'º 29 ,4 7,,0 79 

10 30 " 7.4, 10 

6 10 31 ,6 7.40 11 
7. 10 32 ,7 1 12 

10 33 ,. 83 "6 

10 34 " 14 5,4, 

10 9,6, 3' 60 ., 
11 9,,0 36 61 16 

· 12 9.40 37 62 17 

13 9.3' 31 63 .. 4.3' 

14 9.10 39 1 64 19 

" 9 40 1 6, 90 

16 41 66 91 4 

17 9 42 67 92 3.9' 

11 9 43 61 93 3.70 

19 9 4-1 69 94 3.10 

20 9 4, 7.90 70 " 3.10 

21 9 46 7.90 71 96 

22 I,,, 47 7.90 72 • 9? 2.60 

23 1,,0 41 7.10 73 91 2 

24 1.,0 49 7,,, 74 6.40 99 0.30 

2, 1,,0 'º 1.50 75 6 100 0.20 

SUMATORIA•..211.t. PROMEDIO- 7.11. DESV. EST.• ZJ11 
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OPUMOINll 

....... 
""'"'"º ·-

--Q. PROCllAaOl 

Para llevar a cabo la prueba descriptiva se rea!izó el entrenamiento de jueces, como 
ya se mencionó en la metodoloafa. Para el entrenamiento se utilizaron diferentes 

descriptores que fueron aenendos en la prueba de nivel de apo por los consumidores, 
(Anexos 2.2. y 2.3.); ~stos fueron de aran ayudl para ahorrar tiempo de entrenamiento pues 

se tenla una idea, aunque aeneral, del producto con el que se trabajaba. Pero los 

descriptores definitivos fueron establecidos por los mismos jueces al t~rmino del periodo de 

entrenamiento. 
El cuestionario que se utilizó en las evaluaciones descriptivas cuantitativas 

definitivas se presentan en el Anexo 3.1., asl como tambi~n las definiciones de los 
descriptores finales generados por los jueces para esta prueba. 

Al observar por separado el Wlisis sensorial de IM iextura y color del queso 
procesado, se pudo observar que este queso y el mancheao (materia prima), son semejantes, 
sólo difieren en untabilidad y gNmOsidad siendo mayores en el queso procesado, y los dos 
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son diferentes al queso brie (Figura 20). Lo expuesto a11tericnnente se puedoe corroborara 
con el unálisis estadlsitico realiudo para csw caracterlsticas y mos!rado en la Tabla 13. 
Estos resuhados nos indican que la textura y color del queso procesado no se modificaron 
sustancialmente durante el proceso de elaboración ni darante la maduración. 

r-· -- Q.llAMC .. 00 - - Q... -- Q.NOCllADO 

FIGURA 20. P1rtll d1 t1ictur1ycclol'g1111rodo1111l 1nAll1l1 Mnl<lfi1l c:uonlltallvo 
~;: :::::~!nPJ:.,,,.~=,.?C:,~ y T. urrtabf9 para Q. 

En cuanto al sabor y olor del queso procesado es diferente al queso manchego 
(materia prima} y mlls parecido al queso brie. Esta aseveración se puede observar en el 
sabor y olor lácteo, un atributo de quesos poco madurados, en el que la intensidad es menor, 
en los quesos procesado y brle que en el manche¡¡o. Tambi~n en el sabor y resabio rancio, 
sabor amar¡¡o y olor a di111:etilo, notas de sabor presentes en quesos madurados, por 
ejemplo, el diacetllo caractcrlslico ele quesos. como Pon Salut y Mon1erey Jack, sabor y olor 
rancio en queso suizo, provocado por una alia concenlración de Acido bulírlco (Woo et a/, 
1984), el cual esta presente en mayor cantidad ($veces mú) en queso brie y procesado que 
en el manchego. Eslas caractcrlsticas de sabor son mú intensas en el queso procesado y 
brie que en el manche¡¡o (fl¡¡ura 21) y son estadlsticamente dlfen:ntes en forma 
significativa como se puede observar en la Tabla 13. Por lo que podemos decir que el sabor 
del queso procesado si se modifico utiliZAlldo el exlraCto enzimático de P. ccu1/colum y que 
dste es semejante al del queso brie. 
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Esto es alao hasta cieno punto ló11ico, 1i se toma en cuenta que se ha encontrado que 
los pcrtlles de compuestos vol6tiles 11enerados por P. ccuelco/um y P. camtmbertl (este 
último utilizado en la elaboración de queso brie), son semejantes (Karahadian 11 al, 1985), 
incluso se dice que son especies muy parccidu y que sólo difieren en el color de sus 
esporas (Jollivet y Belin, 1993). 

l.IA&ADO 

¡::~-~=_!·~NCHIOO ---- Q,ll'JI --Q.l'llOCUA""DO] 
FIGURA 21. P1rftl de 11bor, olor y re11blo, obtenido en 1l 1na11111 11n1ar111 

cu1n11t1Uvo. R•1'911blo, O•olor, S•11bor. 
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TABLA 13 
Mr1um1n d1 lo1 rnull1do1 dt la1 pru1b11 Hltorllln. alnl de 11rado f dncrlpdYI cuanlltatlH, 

.r1ctuad11 11 auno modlRe1da eoa 111nc1a tnalmitlco dt P. .:.11'4'0/lltrL 

(>ll!JEQA AFECTIVA: NIVEL DE AGRADO 

PROMEDIO: 7,114 n• 100 DESVIACIÓN ESTANDAR: 2.0N ACEPTACIÓN: 71.114% 

Pll\lllDA llN/\I ITICA• ANÁLISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO 

ATRIBUTOS PBODllCTQS PRUEBA PE QUNCAN 

COLOR Q.BRIE Q. MODIFICADO Q.MANCHEGO 

AMARILLO 1.1941 3.911 b 4.574 b 

OLOR 

PUNGENTE 6.4601 3.994 b 0.602. 

DI ACETILO 6.173. 3.274b l.240c 

DUTIRICO 2.136a 2.912 1 4,450 b 

SABOR 

RANCIO 7.071a 4.996b 1.776• 

LÁCTEO 2.0lh 2.604. 4.320 b 

GRASO NS 5.070. 4.667. 3.174. 

MOHOSO 6.710• l.626b 1.120 b 

TEXTURA 

MASTICABLE 3.779. ,,,07 b 6.890 b 

FIRME 2.836a '·"ª b 
7.8l4b 

GRUMOSO 0.314. 3.411 b 0.086. 

UNTADLE 6.172. 0.111 b 0.016 b 

GRASOSA 4.'82. 3,,44 b 2.821 b 

HU MEDA 2.130• l.002b 0.690 b 

Si\IORES IÁSICOS 

ÁCIDO 4.0111 4.270. 3.192. 

AMARGO ,,3211 4.614. 2.930 b 

SALADO 3.444. 4.112. 2.864. 

RESABIO 

RANCIO 6.1$6a 4.8011 1.931 b 

GRASO 4.616a 4.5961 2.114 b 

•·b-r 01run1H l11ra1 d1aotH •Ht1lll141ftnMla ... 1ld111t•• ,.n • ,sl.ts .. '38.11 
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El papel de los ácidos ¡rasos libres en la ¡¡eneraclón de sabor resultó evidente al 
comparar los perfiles libcr11dos de los tres quesos (fi¡¡uni 22) que concordlron con los 
perfiles de intensidad de sabor obtenidos. La intensidad del sabor del queso manche¡¡o es 
menor a la que se obtuvo en el queso modificldo, ul como 1u concentración de llcido1 
grasos libres; mientras que en el queso b¡je su lntensidld de sabor y concentración de 
ácidos grasos libres fueron similares al del procesado. Tambldn se realizó el anállsl1 
estadlstico mediante la prueba t•Student para comparar 101 llcidos ¡¡rasos de los diferentes 
quesos en fonna individual, y se observó que con eKcepción del •cido caprolco y el 
palmllioo, en los demás ácidos eKiste diferencia si¡¡niflcativa (pS0.01) entre los tipos de 
queso, siendo el tipo manchego diferente del brie y procesado (Fisura 22). 
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" Exlll• diferend.l lllgnlltcaUv1 en1!9 lo1 que101 p•0.01. 

Adcmlis, al comparar los perfiles de ~idos srasos de diferentes tipos de queso, tanto 
mudurudos como frescos, se pudo confirmar que la concentración de los ácidos juegan un 
papel importante en el sabor de los quesos, pues en los que tienen un' sabor muy suave se 
detectó una menor concentración de ~stos, mientras que, los que presentan un sabor mlis 
concen1rado tuvieron una mayor cantidad de 4cidos ¡¡rasos (Fi¡¡ura 23). Funado y 
Wishnetsky (1984), observaron que una correlación positiva. entre la generación de AOL y 
la intensidad del sabor, se presentaba en diferentes tipos de queso inoculandoios con 
esporas de P. ,·aselco/um. Podemos decir que alao semejante sucedió con el queso 
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procesado, pues su concentración de acldos ¡rasos aumento alrededor de tres veces, 
comparado con el manctieao que fue la materia prima, y su sabor tambldn se intensifico. 

A los uiferentes perfiles de AOL de los diversos quesos que se analizaron, se les 
rcuiizó un análisis de varianza (pS0.05 y pSO.O 1 ), y se observó que existe diferencia 
significativa entre ellos (Tabla 14), y por la prueba de LSD, se determinó que los quesos 
camambcn, brie y procesado, no eran diferentes entre si , pero catos tres al lo eran de los 
demás (ps0.01) (Fi¡¡ura 23) . 
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TABLA 14 
An6Jlll1 de url1111 pira d1l1r•IHr 11111111dlfrn•cla1J11lf1c11tv1111n los 

pcrnl11 d1 6clclor lrt101 llbm d1 dlr1ra11n tipos d1 qunoo com1,.loln. 

V•rlablt G.L. S11•1d1 Promedio d1 F 
C111dndot CU1dndD1 

01r1r1ntt1 qu1101 9 6221936.61 692104.01 .3.~666·· 
Error 90 19061664. 17 Zlll74.05 
To11l 99 25297600.16 

•• E1u11 dlf1r1nclo 11111nc111v1111re 1ot q•noo p:!ll.01 

Es importante seftalar que, en un mismo tipo de queso su contenido de AOL puede 
variar, pues los valores de los quesos carnembert y brie analizados en el presente trabajo 
son mayores a los del queso procesado, mientru que al11unos valores reponados por otros 
aulores en la literatura para estos mismos tipos de quesos fueron menores (Choisy el al, 
1990: Woo et al, 1984). Por lo que se puede suponer, que ademú del contenido total de 
ácidos grasos en un queso, es muy importante su balance o perfil que se tenga, pues este 
balance de AOL si es semejanle en los tres casos y como se pudo probar, el sabor del queso 
procesado y el del brie son semejantes. 



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Lu condiciones de obtención del extracto enzimático fueron adecuadas puco se 
obtuvo una actividad llpolltica 1uficiente para lo11rar la modificación del sabor del queso 
procesado. 

Para obtener un mejor proceso de fusión en el queso es necesario a¡re¡¡ar sales 
fundentes, y las más adecuadas fueron la mezcla de sales comerciales (loba C y Joha T de 
Vigusa). 

Lu sales de fusión deben agre¡arsc desde el inicio del calentamiento para obtener 
mejores resultados en la elaboración del queso y en la actividad lipolllica. 

La temperatura de incorporación del extracto cnzim4tico debe ser menor de SOºC, 
porque por arriba de esta temperatura se pierde drislicarnentc la actividad lipolltica. 

La temperatura de incubación con la que se obtuvieron mejores resultados, en el 
presente trabajo, fue de 29ºC, 

Un tiempo de incubación de 4 dlas es suficiente para modificar el perfil de ácidos 
grasos libres y conseeucntemente el sabor del queso manchego empicado, agregando un 
mililitro de extracto enzimático con una actividad lipolltica de 108 Ut. 

Se puede generar un producto con un sabor más intenso si se deja un mayor 
tiempo de incubación, pues la enzima sigue actuando, al menos hasta 7 dlu. 

La lipasa de Penlcllllum caselcolum empicada presenta especificidad por lo• 
ácidos grasos de cadena larga mirfstico, palmltico, esteárico y oleico, pero la mayor 
•spcciíicidad es por el ikido bulirico, siendo de cadena corta. 

El extracto cnzim6tico de P1n/ci///um cas•lcolum si actuó sobre el queso 
manchego como sustrato, y en tu condiciones de modificación establecidas se generó un 
producto con sabor diferente al empicado como materia prima . 

•• 



lll sabor y el olor obtenidos fueron mlis intensos, mientras que la textura y el color 
fueron mlis aaradablcs, aunque el cambio. en estas últimas caracteristicas, no fué 
estudlsticwnente sinilicativo. 

El sabor del producto modificado fué aceptado por consumidores estadlsticamente 
representativos y el perfil obtenido por un análisis descriptivo cuantitativo fué similar al 
queso comercial madurado brie. 

Se recomienda realizar una correlación entre los métodos de detenninación del 
Indice de acidez libre, en solución acuosa y por extracción de la fase arasa 

También seria recomendable complew el estudio de los compuestos vol6tiles, 
generados durante el proceso de modificación del sabor del queso procesado. 
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ANEXO 1 

1.1. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD LIPOLfTICA 
faisten diferentes método• para medir la actividad lipolitica, entre 101 que podemos 

mencionar: espectrofotométrico1 (Versaw et al, 1989; Smeltzer et al, 1992); variación de 
pH, sintesis de esteres (Vorderwülbecke e/ al, 1992). De los mencionados anteriormente los 
más comúnmente ussdos son los que miden la variación de pH, ya que son mu sencillos, 
requieren menos tiempo y trabajo y proporcionan resultados conflable1. El llamado pff·stat 
(pH·constante) es muy utilizado, pero tiene el inconveniente de que se necesita un equipo 
automático para realizarse, el cual no se tenla en el laboratorio. 

El método que se empleó en el presente trabajo file el de calda de pH, porque es 
sencillo, rápido y confiable, pero principalmente porque se contaba con la experiencia, pues 
el grupo de trabajo habla utilizado este método y la técnica estaba bien estabilizada 
(Espinosa et al, 1990; Rivera e/al, 1991). 

La reproducibilidad de los resultados file butante buena, pues se obtuvo un 
coeficiente de variación de 0· 1 %, para lu réplicu por triplicado, además se obtuvo la 
ecuación de la recta que relaciona la disminución de pH con respecto a la actividad lipolltica, 
como se puede observar en la Figura I, donde se obtuvo una correlación de 0.99386. Es 
imponante senalar, que los resultados son válidos para el intervalo de concentración de 
ácido butlrico de O a 218µM y utilizando como arnoniguador Tris-maleatos l.2SmM, pues 
bajo estas condiciones y en el intervalo mencionado, la curva de valoración del amoniguador 
Tris-maletas con ácido butlrico tiene un componamiento lineal sellÚn la validación hecha 
por Matute, ( 1992). 
Se realizó también un análi1is de varianza de una vla a lu diferentes repeticio11e1 calculadu, 
y se determinó que no exiltladiferencia 1isniflcativaentreellu (pS0.01) (Tabla 1). 
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'3 --------------------------------

TABLA l 
AllllJlll1 de •arluu J npal6D UHal de la dlomlaucl6a de pB del amortlpador 

TrfJ.malealOI 2.SmM por 1dlcl6a de .. Ido bullrteo al 0,5% 
Rcpllcu 

A 
Pnmedlo de pB Varluu No. •alora(1) ' 0,0J7JINS 5.42 o.im 11 

B 5.41 o.im 11 
e 5.44 0.%454 17 

NS- 10 elllte dllerucla olplllcad•a nlre lu npllcu 

............ 
Ordea•d• al orlan 

PeadlHlt 
Correloc1411 

Valom 
6.1719 
.0.0069 

,p.99316 
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1.2. DETERMINACIÓN DE PROTEfNA EXTRACELVLAR 
La cuan11tic1clón de protelna se puede realizar por diferente• métodos, que pueden 

ser: espectrofotométricos, reacciones qulmicas medidas directamente, fijación de colorantes 
o marcas radioactivas (Delobette el al, 1991). Estos pueden tener vent~as o desventajas, de 
acuerdo a las necesidades de investisación que se tensan. Lo que se requería en el presente 
trabajo era un método sensible, r•pido y con buena reproducibilidad y los requisitos 
anteriores se obtuvieron al utilizar el método propuesto por Bradford, (1976). Este método 
implica la unión del colorante Azul de Comassie 0·250 (Bio-Rad) a la protelna, que provoca 
un cambio en el miximo de absorción del colorante de 465 a 595 MI, y en esta última 
longitud de onda se monitorea. Tiene la ventaja que es mU sensible y mucho m'5 rápido que 
el propuooto por Lowry et al, (1954) y que es ampliamente usado. Ademu la reacción del 
colorante con la protelna e1 muy estable, lo que ayuda a evitar el problema que se presenta 
al medir una gran cantidad de muestras. 

EKisten repones de que con este método se tiene inteñerencia con algunos 
compuestos, entre ellos el EDTA, SOS, Tween-80 (Sedmak y Grosabers, 1977) y de que 
eKiste variabilidad en cuanto a su sensibilidad a diferentes protelnas (Pierce y Suelter, 1977; 
Van Kley y Hale, 1977). En las condicionea de trab~o no se tuvo problema, ya que no se 
utilizó ningún compuesto de los antes mencionados y la reproducibilidad que se obtuvo fue 
buena, como se puede observar en la (Figura 2), ya que el coeficiente de variación para las 
réplicas por triplicado fue de 0·6%, lo que nos indica que son confiables los resultados que 
se obtuvieron. La ecuación de una recta relaciona la cantidad de protelna en µg/ml con 
absorbancia. Además se realizó un an61isis de varianza de una vfa, para las detenninacio11es 
de la curva patrón. y se observó que no eKislfa diterencia lisnificativa entre las réplicas, 
(Tabla 2). 
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TABLA2 
Aoül1l1 de .. rtuu 1 repalcla llllul de la cuna palnla para la delermload6a 

de pl'llltlu por el mllodo de lradfonL 
IUpllcu ... romedlo de Vartaau No. .. 1om(1) F 

Abtorllucla 
A 0.319 0.0433 11 0,00JllNS 
8 0.35Z ~.04ZO 11 
e o.355 o.0419 11 

NS- ao elllle dlferucla llplllcadva ulro lu ripllcu 

Parimctl'DI 
Ordcnad1 al arlae• 

Peadlca1e 
Cornl1cl6a 

Valom 
o.ooou 
0.9173' 
o.~79 
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ANEX02 

2.1. CUESTIONARIO DE LA PRUEBA DE NIVEL DE AGRADO 

CUESTIONARIO QUESO 

NOMBRE: FECHA: ___ _ 

INSTRUCCIONES: Por favor, pruebe el quno e Indique con una X en la escala, el 
lu1ar que describa mejor 1u airado. En el cspaclo de abajo, 
esplique brevemente porqu6 tom6 e11 decbl6n. 

DISGUSTA 
MUCHO 

., 

ESCALA 

ES 
INDIFERENTE 

o 
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2.2. LISTA DE DESCRIPTORES DE ACEPTACIÓN DEL QUESO 
PROCESADO DE SABOR MODIFICADO EMITIDOS POR 
CONSUMIDORES 

DESCRIPTORES 

Sabor Cuene, muy 4<1do 

Sabor poco Cuene 

Sabor no ellA salado 

Sabor suave 

Sabor a queso manchego 

Sabor a queso hotandcs 

Sabor a quOIO amarillo 

Sabor moderadamente ruene 

Buena consi1tcnci1 

No es amargo 

Sabor c¡iterente a lo que lte probldo 

Sabor fresco 

Olor poco Cune 

Sabor crcmoto 

Sabor no plcanlc 

Poco aftejo 

Sabor mU o menos dcllcado 

Sabor acidulado 

Sabor amarso 

Olor ll¡eramcntc picante 

Duro por ser lllldundo 

Sobor o queso cuajado 

no deja resnblo dcupadablc 

Consistencia no n¡ida 

Sabor a loche nido 

Sabor a manlcqu.illa 

Textura de QUCIO fresco 

FRICIJENCIA 

6 

5 

1 

'1 

l' 



2.3. LISTA DE DESCRIPTORES DE RECHAZO DEL QUESO 
PROCESADO DE SABOR MODIFICADO EMITIDOS POR 
CONSUMIDORES 

Sabor grasoso 

Un poco salado 

DESCRIPTORES 

Consistencia no muy agradable 

TcX1ura gmnuloaa 

Seco 

carac1crt1úcu lcrrow 
Con1i1tcncl1 poco compactada 

Muy salado 

Poco duro 

Sabor ácido 

Sabor y apariencia 1 mantequilla 

Apariencia mala 

Mala presentación 

Falta inlenJidad de llbor 

Un poco agrio 

Olor raro 
Sabor y apariencia ajallclo 

Consistencia huinosa 

Debe ser m4I IUeno 

Anejado 

Astringente 

Pocoam.vao 

No puede unwsc 

Poco cmpaJasoso 

Color intcnJO 

falta IUAVldad 

Olor muy tucnc 

FRECUENCIA 
10 

9 

6 

6 

' 

2 

2, 

L 

1 

1, 
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ANEXOJ 
3.1. CUESTIONARIO DEL ANÁLISIS DESCRIPTIVO 

CUANTITATIVO 

NOMBRE: _________ _ FECHA:. ____ _ 
CLAVE: __ 

INSTRUCCIONES: Por favor pNeba la muestra y responde las preguntas en secuencia. 
marca con una linea venical sobre la llneii horizontal, en el punto que mejor describa la 
propiedad en la muestra. 
La escala ti de cero a diez de Izquierda a derecha. 

~ 
AMARILLO 

WJ2.B 
PUNGENTE 
DIACETILO 
BIJTbuCO 

liW2B 
RANCIO 
LÁCTEO 
GRASO 
MOHOSO 

llXIl.!M 
MASTICABLE ------------------
FIRME 
GRUMOSA 
UNTABLE 
GRASOSA 
HÚMEDA 

SABORES BASICOS 
ÁCIDO 
AMARGO 
SALADO 

~ 
RANCIO 
GRASO 



J.2. ALGUNOS DE LOS DESCRIPTORES GENERADOS POR LOS 
JUECES EN EL ENTRENAMIENTO 

QUESO MODIFICADO 
TEXTURA SABOR OLOR 
Duro Acido Picante 
Amarillento Salado Fuene a Q. 

madurado 
Seco Rancio Rancio 

Harinoso 
Fraccionable 
Grumosa 
No homogenea 
Hu meda 
Poco suave 
Nountable 
Pastoso 
Grasosos 
De Q. madurado 

Q. madurado 
Resabio grasoso 
Resabio amargo 
Pocoplbtico 
Resabio icido 
Picor 
A Q. manchego 

QUESO MODIFICADO 

Muybutlrico 
Comocctonas 
Como aldehidos 

TEXTURA SABOR OLOR 
Duro 
Firme 
Seco 

Arenoso 
Fraccionable 
Grumosa 
Desmoronable 
Poco humcda 
Opaca 
Homogenea 
Masticable 
Fracturable 
No untable 

Lacteo 
Graso 
Ligero icido 

Salado 
· Resabio icido 
Poco rancio 
Pcomojabón 
Ácdo 
Amargo 

Rancio 
Ligero a Lácteo 
IntcnsoaQ. 
madurado 
Rancio 
Diacctilo 
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IS.MARZ0-94 
COLOR 
Amarillo intenso 
Amarillo 
cremoso 
Amarillo 
Brilloso 

17-MARZ0-94 
COLOR 
Amarillo intenso 
Amarillo opaco 
Amarillo 
anaranjado 
Amarillo claro 
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3.3. DISCUSIÓN DE LOS DESCRIPTORES Y DEFINICIONES CON 
LOS JUECES 
~ 
1. AMARILLO.· Color que se detecta en un muestrario de pinturu con diferentes tonos de 

amarillo 

WJ1B 
l. PUNGENTE.· Sensación de irritación en la nariz. 
2. DIACETILO.· Olor que se percibe en un queso con hongos. 
3. BUTÍRICO.· Como a mantequilla. 

W!QB 
1. RANCIO.· Como aceite oxidado. 
2. LÁCTEO.- Como la leche fresca. 
3. GRASO.· Como aceite (en buenas condiciones). 
4. MOHOSO.· Combinación de humedad y tierra. 
TEXTURA 

1. MASTICABLE.- Resistencia a desmenusarse o frasmentarse en la boca (con los dientes). 
2. FIRME.· Fuerza necesaria para fracturar o fraccionar (relacionado con dureza y 
desmoronable). 
3. GRUMOSO.· Asociación de partlculas apreciadas a simple vista y que forman una misma 
estructura. 

4. UNT ABLE.· Facilidad de desplazarse y adherirse a una superficie (no se va a considerar 
en la boca). 
S. GRASOSA.· Sensación que te deja el aceite en la boca. 
8. HÚMEDA· En f\Jnción de su contenido de asua. 
SABOBES BÁSICOS 
1. ÁCIDO.· Sensación que se percibe en la pano lateral, de atru de la lengua. 
2. SALADO.· Sensación que se percibe en la pano lateral delantera de la lengua. 
3. AMARGO.· Sensación que se percibe en la parte central, de atru de la lengua. 

BUüW 
1. GRASO.· Sensación que se siente como una pellcula o capa de aceite (en buenas 
condiciones) en la boca, despues de comer algo muy grasoso. 
2. RANCIO.- Sensación en la pane posterior de la lengua y en l111arsan1a como aceite, 
dcspues de comer algo grasoso . 
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ml ttm "ª tm lllJI DE LA 61~\.!llftl 
3.4. LISTA DE QUESOS UTILIZADOS EN ENTRENAMIENTO DE 

JUECES PARA LA PRUEBA DE ANÁLISIS DESCRIP'flVO 
CUANTITATIVO 

Manchego 
Bric 

Oouda 

Roqucfoni 
Coltll¡c 

Requesón 

Proc:cudo 
Crema 

Panela 

NOMBRE DEL QUESO 

ClpCNCil& 

Praidcnl 
Campik 

Blcu D'Auvcq¡ne 
Los volcanes 
Bonanza 

SllllCllr 

e~ 

Nochebuena 
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