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~Introduccldn—~

1. INTRODUCCIGON

La hidrdlisis de la grasa de la leche catatizada por enzimas lipoliticas principalmente,
ha sido un gran problema en la industria de licteos, debido a la produccién de sabores
indeseables en la leche, crema, queso y, en general, en productos obtenidos a partir de leche.

En los ultimos afios han sido aplicadas, bajo p controlados, estas enzi para la
g ion de deseables en diferentes productos lacteos,
Lag ion de mayor variedad de sab esumad da de los consumidores en

busca de nuevos productos. Una demands adicional es que los mismos tengan un origen
natural. La tecnologia enzimitica ofrece una herramienta poderosa para lograrlo,
particularmente al disponer de una amplia gama de enzimas microbianas con diferentes
propiedades y especificidad

En el presente trabajo se emplea el sistema enziméitico de Penicillium caseicolum
para obtener un producto licteo modlﬂcldo. el cuo especifico de queso. Este producto se
selecciond por ser ¢l que ofrece mej persp de d to en el s pues de
los productos licteos es uno de los de mayor consumo, ademés de poder prop una
alternativa al problema importante de manejo de "excedentes".

Se escogi6 trabajar con Penicillium caseicolum pues se habia observado que su
actividad lipolitica era mayor al de otros B como, G. didum, M. miehei,
P. camembert y otros del género Penicillium y sélo semejante & R delemar aunque este
microorgani tenia ademds, una gran actividad proteolitica, lo cual podria ser perjudicial
paca el proceso de modificacidn pues posiblemente generasia problemas con el manejo del
exuacto enzimiticu, producir sabores indeseables y afectar la textura del producto
(comunicaci6n personal Tobalina y Farrés).

Ademas se empl las dici de obtencién del enzimitico de
Penicillium caseicolum por fermentacién gida previ blecidas por el grupo
de trabajo, pues se facilitaba el mancjo del extracto enzimdtico en comparacién con una

fermentacion en estado sélido.
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2. ANTECEDENTES

2.1. GENERALIDADES DE SABOR
El hombre, a través de la historia, siempre ha b do hacer mis apetecibles sus
li agregindoles diferentes especias o hierbas aromiticas. M4s recientemente se ha
obtenido sabores por medios quimicos y en los ultimos aflos Ia generacidn de sabor se ha
desarrollado por métodos biotecnolégicos (Mor, 1990).

El sabor, como propiedad de los alimentos es muy importante. A un ingrediente que
se agrega para dar un sabor particular 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, pan incrementar Ia potencia de un sabor especifico, simular sabores
muy caros, o pl no disponibles (Giese, 1994).

Existen diferentes definiciones de sabor, pero todas ellas tienen coincidencias. Una
de las mas generales podria ser Ia siguiente: "la combinacion de gusto y olor, que pudieran
ser influenciadas por malestar, calor y frio, asi como por sensaciones dactilares” (Thomson,
1986).

Los sabores en alimentos pueden estar presentes en forma natural y también pueden
ser producidos di su ion o pr i Ademéis pueden ser generados por
reacciones enziméticas, o por fermentacion microbiana (Mermelstein, 1989).

En los dltimos aflos, la bisqueda de saborizantes de origen natural por el
consumidor ha sido cada vez mayor. La Food and Drug Administration (FDA) define como
"nntural" a los productos provenjentes de organismos vivos o sus fuentes derivadas, es decir,

btenidos de fe ion, sut les modificados por enzimas, células
de plantas y cultivos vegetales (Dziezak, 1986).

Los saborizantes de origen natural en alimentos pueden obtenerse por diferentes
formas: extraccidn, destilacién, concentracion, hidrélisis y biotecnologia (Mor, 1990). Los
métodos quimicos son extensamente empleados para Ia g i6n de saborizantes
comerciales, aungue los p biolégicos, llevados & cabo con enzimas, contribuyen
también al desarrolio de éstos. Lo

De los diferentes p el tiene gr
ventajas sobre los demds. Sus reacciones son especificas, Ias condiciones de reaccién son
suaves y se reduce la fi ion de prod de desecho, evitindose asi un costoso
tratamiento de éstos (Dziezak, 1986). Otras ventsjas consisten en que se necesitan
cantidades muy pequefias de enzima, pueden ser inactivadas flicilmente por cambios de

1 P 4,
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temperatura o pH y, bajo ciertas condiciones las enzimas pucden ser reutilizadas. Las
posibles fuentes de enzimas son: plantas, animales y microorganismos.
Las enzimas generalmente se encuentran en los alimentos por cuatro motivos

principales: son inh al ali son derivadas de contaminacion microbiana, se

por mi gani dicionados a los ali y por ultimo, son enzimas que se
agregan directamente al alimento (Shahani, 1976). Sus principales sustratos en los alimentos
son; carbohid lipidos y proteinas (Dziezak, 1986).

2.2. SABOR EN PRODUCTOS LACTEOS
El sabor de los productos licteos se origina por
enzimiticas y/o quimicas. Estas transformaciones normalmente producen un aumento en las
iones de p volétiles y no voldtiles, los cuales estin correlacionados con
algunas notas de sabores tipicos o defectos del sabor. La leche, como ingrediente principal
de estos compuestos, provee los sustratos para que se lleven a cabo dichas
transformaci Los principales para que ocurran las diferentes reacciones son:
la grasa , las proteinas y los carbohidi de la leche. La grasa de Ia leche esté compuesta
principalmente por triacilglicéridos, 97-98% del total, mientras que las principales proteinas
que las pone son las h 82%, y el carbohid de {a leche es la lactosa (Muir,
1992, Law, 1982). Estos son los componentes de Ia leche, que servirdn como sustrato para
la generacion de sabor.

£ . P

La principal funcién de la lactosa en el desarrollo de sabores es servir como fuente de
carbono para diferentes bacterias. Estas pueden ripndlmenle infectar a la leche, ylh
aridifican al convertir la lactosa a kcido lictico, o cual es imp en di p
como yogurt y quesos (Pszczola, 1988). El dcido lictico es el responsable del ubor

"refrescante” de ..Jdos los productos de leche fermentada y aunque no es volitil, sirve como
un excelente precursor de mis sabores distintivos y aromas caracteristicos de cada tipo de

leche fermentada (Marshall, 1984). Ademds, los dcidos grasos libres y productos de

protedlisis limitada son risticos de sab p en otros_prod lacteos,
como crema, mantequilla, y tarnblén de queso y yogurt.
Los de 803 en los prod lkcteos son los aminodcidos y

péptidos, los cuales son generados como resuludo de Ia hidrdlisis de las proteinas de fa
leche, aunque también puede deberse, pero en mucho menor grado, a una excesiva lipélisis
de 1a grasa de la leche (Schmidt, 1990).
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La accion de las lipasas sobre [a grasa de la leche para generar 4cidos grasos libres,
influye sobre el sabor del queso, asi como Ia accion de proteasas sobre las proteinas que
generan péptidos y aminoécidos (Bigelis, 1992).

La imponancia de los &cidos grasos en la generacion de sabores caracteristicos de
diferentes productos lacteos es indiscutible y los diferentes dcidos juegan un papel especifico
para cada sabor caracteristico. Por ¢jemplo, el acido butirico es caracteristico del sabor de
los quesos Romano y Provolone. Ademais son precursores de una gran variedad de

que son responsables de sab caracteristicos como son: B-cetocidos, metil
Idehidos y alcoholes (Gatfield, 1988).
Pero como ya se menciond antes, no solo se pueden generar sabores sgradables en
los prod lacteos, también se prod bores indeseables si no se tienen los cuidados
necesarios durante su procesamiento. La grasa de la leche es fuente de 4cidos grasos de
cadena corta que pueden generar un sabor amargo; también contiene #cidos grasos

insaturados y fosfolipidos que pueden i idacion. Las proteinas del suero de la
leche son fuente de compuestos sulfurados que son responsables del sabor a cocido en
leches que han sido calentadas. Los aminoécidos pueden sufrir i de imi

no enzimiticas al combinarse con los azi} , produciendo un sabor a caramelo y Ia lactosa

actia como substrato para reacciones microbianas y reacciones de Maillard (Azzar y
Campbell, 1992).
En los ultimos aflos se han empleado las enzimas lipoliticas o lipasas, bajo procesos
lados, para la g ion de sab deseables en diferentes productos lécteos, Este
tipo de proceso se conoce como lipdlisis.

La lpolisis estd definida como Ia hidrolisis catalizada enzimiticamente de
triglicéridos produciendo dcidos grasos libres (Amold, 1975).

Las lipasas tienen diferente especificidad, lo cual afecta su papel e importancia en el
desarrollo dei sabos. >z dice que el factor principal que d 116 1a lamada " fogii
lipolitica" fue el descubrimiento de una gran variedad de lipasas con diferente especificidad
para longitudes de cadena de écidos gruos. 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 Ia forma fisica del sustrato, es

decir, que varia dependiendo de si el esth en solucion o en emulsién. Debido a la
mayor superficie grasa-agua que se obtiene con un sustrato emulsificado, que es donde actia
la lipasa; es mejor trabajar con en estas condici Schad do que éste es
un factor muy importante en ls aplicacidn de lipasas en el di llo de sab en prod
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tacteos, porque si el sistema de reaccién no estk emulsificado, ia actividad de Ia enzima
disminuye considerablemente.
La caracterizacion de las propiedades tnicas de varias enzimas lipofiticas y el

P

reconocimiento del sabor p ial que puede resultar de la grasa de la feche por su
compos:cnon caracteristica de Acidos grasos, han llevado al desarrollo de numerosas
b de lipolisi lada para d \ar sabori. Entre clias se encuentra la

modificacidn enzimética de la grasa de la leche, pare ¢l desarrollo de sabor en quesos
italianos, americanos y en yogurt. También esté [a grasa de leche lipolizada para usarse en
mantequilla, queso o crema como saborizante,

Las etapas principales pars {a fi de prod: fipolizados se iona a
continuacion (Moskowitz, 1987).
\. Preparacion del sustrato
2. Preparacion del sustrato enzimético en solucidn acuosa y estandarizar su actividad
3. Adicidn de la enzima al sustrato
4. Homogeneizacion para formar una emulsién estable y asi promover el miximo rango de

actividad enzimatica

5. Incubacion bajo temp lads hasta ob ¢l grado de lipélisis deseado
6. Inactivacion de la enzima
7. Estandarizacion del producto final
8, Empaque del poducto

De los prod que se¢ pueden elab con enzimas lipoliticas o lipolizados, uno
de tos mhs diados es la claboracién de quesos, aunque tembién se aplican en
formu) para panaderis, enla g ion de sabores a mantequills, y en cremas.

2.3. CESARROLLG DEL SABOR EN QUESOS

El origen de 1a fabricacion de quesos es probablemente tan antiguo como el hombre
mismo, pues es posible hallar evidencias de su fabricacién en dibujos o escrituras de casi
todas las civilizaciones antiguas. Hoy en dia el queso 32 elabora en casi todo el mundo, en
una forma o en otra (El Soda, 1986). .

Queso es el nombre genérico de un grupo de alimentos obtenidos de leche
fermentada (Fox, 1993), o la concentracidn de sélidos de leche producida por procesos de
acidificacion y deshidratacitn (Banks, 1992).



~Antecedentes—

Existen mds de 4000 diferentes quesos reconocidos en el mundo y ofrecen un
amplio esp de sab Son prod que el consumidor compra por su sabor mas 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 identificado alrededor de 180,
mientras que en queso Suizo, 125 aproximadamente (Moskowitz, 1987). Muchos de estos
compuestos se encuentran en Otros quesos, lo que dificulta la caracterizacion de ellos
componente(s) principal(es) del sabor. Existen ciertos compuestos que pueden ser
caracteristicos de un queso; por ¢jemplo, se determind que el 4cido butirico estaba
estrechamente relacionado con el sabar carecteristico de queso Provolona y Romano
(Huang y Dooley, 1976).

Una gran cantidad de compuestos producidos durante la maduracion estd en

f y proporci lati tipicas para cada variedad de queso. Un
numero de las reacciones durante la maduracién puede ser acelerada con el uso de enzimas,
Los quesos modlﬁcados enzimiticamente contendrin casi todos estos compuestos; no
ob Sus C lativas pueden variar, dependiendo de las condiciones de
elaboracion del producto.

Algunos de los compuestos importantes identificados en el sabor del queso son:
acidos grasos libres, aldehidos, metil cetonas, écido lictico, &cido acético y productos de
hidrélisis de proteinas como péptidos y aminodcidos. Metil etanol, 2-b l, asf
como una gran varieded de aldehldos producidos por amino #cidos y aminas, son
importantes componentes del sabor del queso cheddar (Shahani es a/, 1976)

El desarrollo del sabor en el queso es inicialmente un proceso enzimético. Las
primeras cnzimss in wucradas son la quimosina o renina y postesiormente [0~ cultivos
iniciadores. Se complementa con la adicion de cnzzmu como lipasas, adicién de microflora
secundaria como hongos o levaduras, las propias de la leche y bacterias no
iniciadoras (Steele y Unla, 1992). .

El sabor del queso es determinado en parte por la calidad de la materia prima, por lo
que el contro! de! sabor del queso se inicia desde la elaboracion, donde se establ, las
condiciones para ¢l desu-rollo de las actividades biol6gicas posteriores, por ejemplo, acidez,
cepa de i decuad p etc. Durante [a maduracién del queso, las

bientales son ladas para permitir ¢ desarrollo adecuado de! sabor,
{Kristiffersen, 1973).
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Para cualquier tipo de queso, el proceso de maduracion puede ser descrito como fa
serie de reacciones relacionadas con el metabolismo det Acido lactico, lipdlisis, oxidacion y
protedlisis, las cuales pueden ser seguidas por i entre los prod formados en
cada via. Algunas de estas reacciones son, probablemente, puramente quimicas, pero en fa
mayoria de ellas los microorganismos juegan un papel muy importante, a través de sus
sistemas enzimaticos (Adda er a/,1978).

La protedlisis y la lipblisis son iderados dos de los procesos de mayor
importancia en el plejo fend de madusacién de quesos, el cual siempre involucra
una gran variedad de cambios fisicos, quimicos y microbiolégicos, que tienen lugsr bajo
condiciones controladas (Salji y Kroger, 1981).

Los quesos que han sido tratados enziméticamente para aumentar su sabor, o una
porcion significativa de su perfil de sabor, pueden ser lamados quesos modificados
i (QME) (Moskowitz, 1987). Los quesos modificados enzimiticamente se
diferencian de los quesos naturalez, en que, en éstos ultimos es de gran importancia tanto el
sabor como la textura y se consumen directamente, sin necesidad de algin otro proceso
(Green, 1984). Mientras que en los quesos modificados lo importante es obtener un
producto con un ssbor muy intenso y generalmente se utilizan como ingredientes en otros

prod como: gall hocol dips de queso, ensaladas, sopas, cremas etc. (Amold,
er al, 1995, Dziezak, 1986; Moskowitz, 1987, Kilars, 1985).
La enzima para obtener el QME puede ser adicionada d su elab ién o

después que el queso ha sido prensado. La naturaleza del producto es afectada por el tipo de
enzima usada, las condiciones de incubacidn y la etapa en la cual la enzims es adicionada.
Los quesos tienen un perfil de sabor caracteristico, que puede ser producido por la adicion
de enzimas a !a leche 0 a Ia cuajada fresca. Alternativamente, el mismo proceso puede ser
utilizado para ; ‘sducir quesos con sabores fuertes, por al ién de las condici de
elaboracion. Generulmente estos quesos tienen un cuerpo y una textura modificadas que se
logra al agregar esporas de hongos que producirén las enzimas modificadoras del sabor y se
requiere vasios meses para el desarrolio del sabor.

Se pueden obtener sabores intensos en quesos, en tiempos mis cortos que los
empleados en procesas normales, adicionando Ia enzima directamente a la cuzjada o al
queso fundid guido por um p de incubacién controlads, a este proceso se le
g ina maduracio lerado (Law, 1984). Este proceso aunque aumenta el sabor del
queso, generaimente no llegs « los niveles de un QME pero si es mayor que el de un queso
natural y es importante el sabor completo del no sélo sumentar ciertas notas, como sucede
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en el QME. Adcméis In textura debe cuidarse mucho, pues el queso se consume
directamente, Este proceso es importante debido a que se ahorra tiempo de elsboracion, lo
cual puede redituar en un menor gasto e fabricacion .

Existe otro tipo de queso en el cual se podrian emplear enzimas lipoliticas para
incrementar su sabor. Este s el queso procesado, €l cual es producido al fundir, un queso
natural o una mezcla de ellos con diferente grado de maduracién, con agentes emulsificantes
(Caric y Kalab, 1993). Estos quesos tienen ciertas ventajas sobre los quesos naturales como:
mantienen su calidad durante mds tiempo de almacenaje, so tiene una gran variedad de
presentaciones y sabores, asi como diferentes envolturas y ademis se pueden emplear otros
ingredientes licteos o no licteos. Estos quesos se pueden clasificar, de acuerdo a su
contenido de agua y consistencia en: quesos p. dos, quesos p con
ingredientes opcionales como &cidos orgdnicos, suero de leche, etc., y quesos procesados
con gomas para retener mayor cantidad de agua (Kosikowski, 1982).

Para elaborar estos quesos y obtencr sabores mas intensos, se pueden utilizar quesos
modificados enzimiticamente y otros quesos que han sido tratados con enzimas lipoliticas u
otro tipo de enzimas. Para utilizarse lipasas directamente en la elaboracién de quesos
procesados para modificar su sabor, Ia limitante que se tendria seria la temperatura de
inactivacion de Ia enzima que se deseara usar. Por lo tanto, para salvar este problema se
deberia tener una enzima muy estable al calor o disminuir la temperatura de fusién del queso.
lo anterior abriria aun mds, la variedsd de presentacinnas y sabores, que se p
en este tipo de quesos.

Como ya se menciono anteriormente, junto con la lipdlisis ocurre otro proceso que
influye también en la generacion del sabor, pero en menor grado, ¢ influye més en la textura
y presentacion del producto. L ‘a es Ia protedlisis, que es la hidrdlisis de las proteinas
oresentes en el queso. Este proceso se debe llevar a cabo bajo condiciones controladas
utilizando enzimas proteoliticas, ya que una actividad excesiva de las proteasas provocaria
sabores amargos en ¢l queso (Pahkala ef a/, 1985), lo cual perjudicaria al producto. Por eso
se han realizado estudios para agregar enzimas proteoliticas encapsuladas en liposomas para
lograr un mayor contro! sobre su actividad e incluso poder recuperarias (Alkhalaf ef al,
1988, 1989).

La proteolisis es de gran importancia debido a que si se manejs adecusdamente se
pueden obtener mejores productos que si se usaran sdlo lipasas, ya que éstas ultimas
contribuyen principalmente para dar los sabores descados en el queso, y las proteasas
permiten obtener la textura deseada y notas caracteristicas del sabor.

q

dri, s
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Resumiendo, 1a "tecnologia de liplisis” es de gran importancia para la industria
lactea, ¢t especial para los fabricantes de quesos, debido a los menores problemas que se
presentaa en ésta con respecto a la tecnologia tradicional. Por cjemplo, esta Glima
involucia fermentaciones con varios microorganismos y las reacciones son muy lentss,
dificiles de detener y por lo tanto de controlar, lo que provoca que se obtengan productos
con calndud variable. Ademds, ¢l tiempo de elaboracién es mayor, creando problemas de

| y distribucién. Lo mencionado anteriormente repercute directamente en ¢!
aspecto economico, es decir, se requiere mayor inversion si se se desca obtener un producto
de calidad y aun con ésto se corre un riesgo de no obtener la calidad deseads. En cambio,
utilizando enzimas es posible ejercer un control sobre el proceso de elaboracion,
obteniéndose una calidad uniforme; se disminuyen tiempos de elaboracion, sobre todo para
los quesos que deben su sabor & un proceso de maduracion, teniendo como consecuencia
una posible disminucién en costos, y si no, cuando menos se asegura la calided del producto
y se protege el prestigio de la empresa que lo elabora, lo cual a Ia larga repercutird en una
mayor ganancis.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL
Elab un queso p do y modificar su sabor con el extracto enzimitico
de P. icolum y izar el prod final.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Obtencién y cuantificaclén de la lipasa de Penicillium caseicolum
Determinacién de '..s condiclones de fusién del queso
Determinacién de las condiclones de modificacién del queso
Caracterizacién del prod flnal medi grafia de gases
Evaluaciény rizaclé rial del queso modificado

Lo
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4. METODOLOGIA

4.). OBTENCION DE EXTRACTO ENZIMATICO

Una cepa de Penicillium caseicolum proveniente del Cepario de la Facultad de
Quimica, UNAM, se inoculd en cajas Petri con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)
{Bioxon) y se incubd (Incubadora Precision System, U.S.A.) a 29°C durante seis dias hasta
su esporulacion. Transcurrido ese tiempo se recuperaron las esporas en glicerol al 50%. Se

determind la densidad optica (Esp fot6 Sp ic 21-D, U.S.A.) de la solucién
de esporas, utilizando como blanco glicero!l al 50%, a una longitud de onda de 540nm,
| doun ml de mis tres ml de sgua.

Se inoculé un mi de 1a solucién de esporas, con una densidad 6ptica de 0.12, en el
medio de cultivo "D", descrito por Celerin y Fergus (1971) , suplementado con
casaminoAcidos al 1% (Tabla 1) y se incubé durante seis dias (Incubadora con agitacion
orbital New Brunswick G25, U.S.A.) con agitacién & 150 rpm y unas temperatura de 29°C.
El producto de la fermentacion se filtré por medio de un sistema Millipore, con papel filtro
Whatman no. 1 (dikmetro de 4.5 cm), puesto a peso constante en estufa a 60°C, y se
determind la biomasa por diferencia de peso, secandols durante 24 horas a la misma
temperalurn .

El filtrado fue dializado durante 24 horas, a 5°C contra agua destilada. Después se le
determind actividad lipolitica y proteina ex:racelular.

TABLA 1
Compcicién del mecio "D" empledo ¢n s obtencién del enzimidtico de
P. caseicolum
COMPUESTO CONCENTRACION
Glucosa 10g1,
Casaminodcidos : 10g1,
KNO3 g
| MgSO4.7H20 0.5 g1
K2HPO4 1gn
Acite de Olivo 20 mUL
Solucion de Elementos Traza® 1 min,

*Los Elementos trazs utilizados son: ZaS04 THI0=09.0mg/L, Fe(NOJ)2e723.Smg/l, MaSO4.4H20=200mg/L
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4.2, DETERMINACION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA

La actividad lipolitica fue determinada por caida de pH provocado por [a liberacion
de acido butirico sobre tributirina, al 5% (v/v) en agua desmineralizada a 4°C y 0.05% de
Tween 80 (Polyoxyethil-2-sorbitan-mono-oleato, Sigma), en amortiguador Tris-maleatos
1.25 mM pH 6.0 homogeneizada bajo [as condiciones de reaccion propuestas por Espinosa
(1990). Se midit el pH en el Potenciémetro Corning M103, U.S.A. colocando su electrodo
en un tubo de vidrio, dispuesto en un recipiente con agua con un control de temperatura
Termomix Neslab,U.S.A. y agitacion magnética Comning , Stirer PC-353, US.A.. Se
preparé una solucién de trib

Se mezclaron siete ml del amortiguador Tris-maleatos, dos ml de tributirina
homogeneizads y un ml de extracto enzimitico a 37°C y con agitacién moderada. Se
registrd el pH en el punto inicial y después a intervalos de un minuto, durante cinco minutos
de reaccion. Los resultados se reportaron como unidades de lipasa (UL), definidas como la
cantidad de enzima capaz de liberar un pmol de écido butirico en un minuto, al compararse
contra una curva patrén de caida de pH con #cido butlrico.

4.3. DETERMINACION DE PROTEINA EXTRACELULAR

La proteina extracelular se midi6 utilizando ¢l método propuesto por Bradford
(1976), que implica la unién del colorante Azul de Coomassie G-250 (Bio-Rad) a la
proteina, que provoca un cambio en el miximo de absorcion de! colorante de 465 & 595 nm,
y en esta Gltima longitud de onda se monitorea.

Se prepard una solucién alcohélica-dcida de Azul de Coomassie G-250 ol 0.01% ,
disolviendo el colorante _.i etancl al 95% y agregindole dcido fosforico al 85% (p/v) . La
solucion se filtré con papel tiltro Whatman no. $ hasta que quedd una solucién rojiza-café.
Se prepard también uns solucion de cloruro de sodio 0.15M y una solucién de albumina
sérica bovins (Sigma) con una concentracion mixima de 100 ug/ 0.3 ml.

En un tubo de ensayo (12 X 100 mni) se agregaron 0.05 ml de Ia solucién de cloruro
de sodio, 0.05 mi del extracto enzimtico y cinco mi de Ia solucién de Azul de Coomassic.
Se agitd en un Vortex (Fisherbrand, U.S.A.) y s dej6 reposar durante diez minutos, después
se determind la densidad éptica (espoctrofotémetro Spectronic 21-D, U.S.A.) & una longitud
de onda de 595 nm.

La cantidad de proteina se determind comparando ia absorbancia obtenida contra una curva
patron realizada con albumina sérica bovina de 0-100ug/0. 1ml.
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4.4. CONSERVACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Se establecieron tres diferentes condiciones de conservacion del extracto enzimético:
refrigeracion , congelacion y liofilizacién.

Al imatico obtenido se le d ind la actividad lipolitica, después se
coloco en ampolietas de 10 ml de capacidad, de éstas, tres se colocaron a temperatura de
refrigeracion a $°C, otras tres se guardaron & -15°C y se liofilizd un nimero igual y se

en un d dor. S¢ mantuvi en las condiciones antes descritas durante 6
semanas. Transcurtido este tiempo, se determind nuevamente Ia actividad lipolitica de los
y se comparé con Ia actividad inicial, que fue considerada como el 100%.

4.5. DETERMINACION DE ESTABILIDAD TERMICA DE LA
LIPASA
Se disolvieron tres ampolletas con extracto liofilizado (cada una contenia diez ml de
extracto enzimitico antes de liofilizarse) en 15 ml de sgua destilada, colocindose 1.5 mlen
tubos de ensayo (12 X100 mm) con tapén de rosca. Se incubaron por triplicado a diferentes
temperaturas (30, 40, SO, 60 y 70°C) durante 15 minutos, manteniéndose un control a
p bi P i se determiné la actividad lipolitica al extracto de los
tubos de cada condicién. El contro! se consideré como el 100% de actividad.

4.6. PROCESO DE MODIFICACION DEL QUESO

4.6,1. SELECCION DE MATERIA PRIMA
Partiendo de Ia premisa de que con materia prima de mala calidad se obtendra un
producto final de mala calidad, la seleccidn de la materia prima es de suma importancia en el
presente trabajo. Entre las caracteristicas mais importantes a evaluar se encuentran la
cantidad de grasa, el pH y '_ calidad microbiologica del queso que se utilizara como materia
prima. La cantidad de grasa y el pH son parin muy imp el pri es quizase!
mas importante, porque es el sustrato que Ia lipasa utilizara en ¢l proceso para la generacién
de sabor, pues quesos elaborados con suero de leche o con bajo contenido de grasa no
desarrollan sabores intensos, por ejemplo, sélo quesos con 50% de grasa (base seca) o mis
desarrollaran un sabor tipico de quesos cheddar (Margalit, 1981), El pH es importante en el
proceso de fusién del queso, normalmente se recomiendan valores entre $.5-6 (Patart,
l990) Ln calidad microbiolégics no es menos imporiante, pues la presencia de
micr no deseados puede afectar ¢l proceso si éstos utilizan el sustrato de la
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lipasa, si generan compuestos que alteren el sabor del p 0 8 p
lipoliticas exocelulares, ésto alterara los resultados que se obtengan. Por otra parte, si se
presenta contaminacién por microorganismos patégenos, se corren graves riesgos de salud
ya que el producto serd consumido directamente, es decir, el consumidor no le
proporcionara  algin tratamiento o procesamicnto, que pudiera eliminar los
microorganismos, antes de consumitlo,

4.6.2, ANALISIS MICROBIOLOGICO DE MATERIA PRIMA

Se uleccxonb como mnenl prima queso tipo Manchego marca Caperucita y se le
las sig i tanto a la ia prima como al producto

final utilizado en las evnlulcionel sensoriales,

N o pp e

4.6.2,1, Determinacién de Hongos y Levaduras,

Se pesaron diez gramos de muestra y se homogeneizaron en licuadora con 90 ml de
una solucién amortigusdora de fosfato monopotisico estéril, ajustado & pH de 7.2 con
hidréxido de sodio 1 N. De esta solucitn se diezmly se p & un matraz con
90 ml de solucién amortiguadora, repitiéndose Ia operacién en otro matraz. De cada dilucion
se tomo un m) para vertirlo en una caja prus y agregar de 12 a 15 ml de medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA) acidificado, fundido y mantenido a una temperatura de 45-48°C.
Se homogeneizo6 y se dejé solidificar. Una serie de cajas se incubd a 22 °C durante S dias y
la otra serie a 35°C durante 48 horas. La cuenta de colonias de hongos se realizé de la serie
incubada a 22°C, y las colonias de levaduras de las mcubudu a 35°C y también de lu de

22°C, segin donde fue mas elevado el nu de col El no de i
encontradas se multiplico por el inverso de Ia dilucién, para determinar Ia cuenta de hongos
y levaduras por gramo. Cada dilucidn se realizé por triplicado (NOM-F-255-1978)

4.6.2.2. Cuenta de Coliformes Totales.

Se realizd un recuento de colonias én medio sélido, para lo cual se transfirié un ml de
cada dilucion, de 10E-1 hasta 10E-5 a cajas Petri, y después se agreg6 12 & 15 ml del medio
Agar Bilis Rojo Violeta (Bioxon) fundido a 44-46°C. Se dejo solidificar y se incubaron las
cajas en posicidn invertida durante 24 horas a 32-35°C,

Se las colonias rojo ob con halo de precipitacion y didmetro de 0.5
mm o mayor, que se consideran como tipicas de organismos coliformes,
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También se realizd el recuento por dilucién en tubo, inoculindose un m! por dilucion
a cada uno de tres tubos que contenian diez ml del medio de Caldo Lauril Sulfato Triptosa
{Oxoid). Se incubaron los tubos por 48 horas & 35°C. Se examinaron a las 24 horas y se
observo si existia acumulacién de gas en la campana de fermentacion que tenis cada tubo.
La presencia de gas, en cualquier cantidad dentro de 48 horas, hace Ia pruebs positiva.

Prucbs confirmativa, Se agitaron suavemente los tubos positivos de Caldo Laurl
Sulfato Triptosa (Oxoid) que resultaron positivos en 1a prueba presuntiva. Se transfirieron
de una a dos asadas de cads tubo a otros que contenian el Caldo Lactosa Bilis Verde
Brillante (LBVB) (Bioxon) al 2%. Estos tubos se incubaron por 48 horas a 35°C y se realiz6
la lectura correspondiente sobre la produccién de gas, Se determind el numero de
microorganismos de acuerdo con la tabla publicada en Ia Norma Oficial Mexicana (NOM-F-
254-1977), tomando como base el nimero de tubos en los que resultd positiva la produccién
de gas en 48 horas a 35°C. Las diferentes pruebas se realizaron por duplicado.

4.6.2.3. Cuenta de Coliformes Fecales

Prueba presuntiva. Se inoculd un ml de cads dilucion, desde 10E-1 hasta 10E-S, a
cada tubo con diez ml de Caldo Lauril Sulfato Triptosa. Se incubaron durante 48 horas a
35°C. Se revisd a las 24 horas si existia produccion de gas en las campanas de fermentacion,
se reincubaron otras 24 horas. La presencia de gas dentro de las 48 horas indicod que Ia
prucba era positiva.

Prueba confirmativa. Los tubos positivos de la prueba anterior se agitaron
suavemente y se transfirieron de dos a tres asadas de cada tubo a otros con Caldo EC
(Oxoid). Los tubos se incubaron 48 horas a 44.5°C. Se revisd produccion de gas alas 24 y
48 horas de incubacion, considerindose positiva la prucba si se generd gas dentro de las 48
horas, En forma paralela se -musfiricron do dos a tres asadas de los tubos positivos de Ia
prucba presuntiva, & tubos con Caldo Lactosa Bilis Verde Brillante y agua peptonada. Se
incubaron los tubos durante 48 horas a 44.5°C. Se revisd 1a produccion de gas a fas 24 y 48
horas, Ademis se adiciond a los tubos con :gul peptonada de dos a tres gotas del reactivo
de Kovac (prueba del Indol). Una coloracién roja hace positiva la prueba:

Los ltados se como Ni Mis Probable (NMP) por gramo de
muestra, segun los tubos que hayan dado positivo Iss pruebas de EC, Lactosa Bilis Verde
Brillante y agua peptonada de acuerdo a Ia ubll que se pubhu en la Norma Oficial
Mexicana (NOM-F-308-1992). La prucbas se por

L
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4.6.2.4, Determinacién de Salmonella

Considerando ;¢ Ia técnica para la determinacion de Sa/ es muy
s6lo se referiran los pasos generales que se siguieron de la metodologia establecida por la
Norma Oficial Mexicana (NOM-F-304-1977).

Se prepar6 la muestra y se transfirid al medio de pre-enriquecimiento (agua
peptonada). Se pasé al enriquecimiento (Caldo Selenita Cistina y Caldo Tetrationato marca
Oxoid). Se continud con el aislamiento (Agar Sulfito de Bismuto, Agar SS, Agar Mac
Conkey, Agar Verde Brillante, marca Bioxon). De las colonias tipicas se inocularon en tubos
de Agar TSI por estria y picadura. Las colonias que dieron positivo se les aplicaron las
pruebas bioquimicas (Agar Citrato de Simmons, SIM, Caldo Surraco, Ureasa, Caldo RM-
VP, Malonato, Manitol, marca Oxoid). Las pruebas serol6gicas no se realizaron,

4.6.2.5. Determinacién de Staphyl:

Método de Baird Parker . Se colocod 0.1 ml de cada dilucién, 10E-1 a 10E-3, sobre
una placa con agar Baird Parker (Oxoid) y se extendié con una varilla de vidrio, so
incubaron las cajas invertidas a 35-37°C durante 24-48 horas. A las 24 horas se
seleccionaron las cajas que tuvieron de SO a 150 colonias aisladas, se contaron y marcaron
aquéllas que parecieron negras y brillantes con o sin ligero borde blanco y rodeadas por una
zona clara en el fondo opaco. Esas colonias se dejan incubar otras 24 horas. Se suman las
colonias caracteristicas que hayan aparecido, se escoge Ia caja que contenga mis de 150
colonias sospechosas y se efectila Ia prucba de cosgulass.

Método Vogel Johnson, Se transtisieron 0.5 m! de cada dilucion a tubos con Caldo
Soya Tripticasa (Oxoid). Se incubd & 35°C durante 48 horas, Se inoculd de los tubos con
desarrollo a placas de agar Vogel Johnson para ot lonias aisladas. Se Incubé a 35°C
durante 48 horas. Se seleccion:-an ias colonias negras (reductoras de telurito) convexas,
brillantes y se efectut 1a prueba ue !a coagulasa.

Prueba de Coagulasa. Se scmbrb el nu de coloni h que
correspondia segun el cuadro presentado- en la Nomma Oficial Mexicans (NOM-F-J!O-
1978), a tubos con tres mi de caldo Infusién Cerebro-Corazén (Difco) y se incubd a 3S-
37°C durante 24 horas. So agreg6 0.3 mi de plasma y se incubé a 35-37°C y se observo a
intervalos de una hasta seis horas, Si hubo formacién de cobgulo Ia prueba fue positiva.
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4.6.3. DETERMINACION DE GRASA

Se empled el método de Gerber establecido en Ia Norma Oficial Mexicana (NOM-F-
307-8-1980). Se transfirieron diez mililitros de cido sulfiirico, enfriado a no més de 15°C, a
un butirémetro de Van Gulik, se adicionaron tres gramos de queso, a una temperatura no
mayor de 15°C y un mililitro de alcohol isoamilico, se tapa el butirdmetro y se agita con
cuidado voltenadolo hacia abajo y hacia arriba, despuds se coloca en Ia centrifuga de Gerber
y centrifugar durante cinco minutos. Cun:plido el tiempo de centrifugacion, sacar el
butirémetro y leer de inmediato el porcentaje de grasa sobre la escala, haciendo coincidir la
base de la columna de grasa con el cero, por medio del ajuste del tapén,

4.6.4. MEDICION DE pH

Para la determinacién del pH, se pesd un gramo de muestra y se trituré en un
mortero pasindose a un vaso de precipitados con ayuds de diez ml de agua destilada. Se
introdujo directamente el electrodo de vidrio del potenciémetro (Coming M103, US.A.),
previamente calibrado con solucién amortigusdora, en ¢l vaso de precipitados y se leyo el
valor de pH directamente (NOM-F-99-1970).

4.6.5. MEDICION DE ACIDEZ

La determinacion se basé en lo establecido por Hegan er a/, (1791) y SEP (1993) y
consistié en pesar diez gramos de queso finamente picado, que se aforaron a 100 ml con
agua destilada a 40°C. Se licud Ia muestra. Se filtr la solucién en embudo Buckner y matraz
Kitasato a! vacio. Se tomaron 25 m! del fitrado, que corresponde a 2.5 g de muestra, se
virtieron en un matraz Erlenmeyer. Se agregaron cinco gotas de fenolftaleina como
indicador y se valoré con una solucién de hidréxido de sodio 0.IN. La acidez se determind
como % 4cido butirico.

La técnica empleada ti.ue ciertas limitantes, una de cllas es que, como la
determinacién se realiza en solucion acuosa, el % de scidez se determina con base en icidos
solubles €n agus como son: lcldo acético, dcido propidnico, 4cido léctico y dcido buunco

Los tres p no son producto de lipélisis son g dos por b
IAcncas (Margalit, 1981), sdlo el butirico puede ser g do por lipélisis, por lo que el
seguimiento de la actividad lipolitica podria resultar alterads por Ia accion de estos icidos.
Ademiis el dcido butirico puede ser también g do por la f i6n de Ia lactosa y de!
dcido lactico (Choisy 1 al, 1990).
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Para poder determinar ai Is acidez generada durante el proceso de modificacion del
sabor, estaba siendo medida correctamente, considerando principalmente al acido butirico
generado por la lipasa presente en el extracto enzimético, se corrié en forma paralela un
blanco que no contenia el extracto. Si la acidez que se determinaba, estaba siendo producida
por otro agente ajeno al extracto enzimitico, se detectaria en el blanco un aumento de
acidez. También, como se ha demostrado que !a lipasa de Penicillium caseicolum tiene
mayor afinidad por el dcido butirico que por otros dcidos grasos contenidos en In grasa de la
leche (Alhir ef al, 1990), so pensé que el seguimiento de la generacitn de este dcido, daria
una idea bastante aproximada de Ia actividad de Ia lipasa durante el proceso de modificacion.

4.6.6. DETERMINACION DE CONDICIONES DE FUSION

Se picaron finamente S0 g de queso, se colocd en vasos de precipitado Pyrex de 250
ml y se llevaron a un baflo con agitacién rotatoris y control de temperatura (incubadora con
agitaci6n orbital New Brunswick G25, U.S.A.), aumentando esta Gltima 1°C/min hasta llegar
8 45°C. Se agregaron sales de fusion, probandose tres diferentes tipos de sales: citrato de
sodio, polifosfatos y una mezcla de sales comerciales (Mezcla de Joha C con 69.7% de P:0s
y Joha T con 40-42% P10s marca Vigusa) ademis de probarse un blanco sin sales. Se
agregaron a una concentracion de 3% con respecto al peso del queso (Patart, 1990) y
disueltas en cinco ml de agua destilada. Ademis se sgregaron a diferentes temperaturas (25,
30y 35°C). Las diferentes condiciones se probaron por triplicado y se evaluaron de acuerdo
ala paracion de fases y temp de fusion que se generaban en el producto.

Al llegar a 45°C se agrego un ml de extracto enzimitico, se mezcl6 perfectamentc y
se pasd a un frasco estéril para colocarlo & temperatura constante (incubadora Precision)
durante 4 dlas, a lo que se llamé proceso de maduracion o incubacion,

4.6.7. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE ENZIMA

Se llevé a cabo el proceso de fusion en el que se agreg6 un ml de extracto enzimatico
a 50g de queso, con diferentes mividudu'liﬁolmu (23.7,43.1,69.9 y 108 UL). Se realizo
¢l seguimiento del p de macuracién determinindo pH y acidez-cada 24 horas durante

cuatro dias. Se corrié un blanco sin extracto enzimitico. Los pardmetros evaluados en las
diferentes condiciones se determinaron por triplicado.
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4.6.8, DETERMINACION DE TEMPERATURA DE INCUBACION

Para determinar [a temperatura de incub se siguio el p 8 | de fusion
y se probaron dos temperaturas, 29 y 37 °C. Se realizé un seguimiento del desarrolio de
acidez y pH cada 24 horas durante cuatro diss. Se comi6 un blanco para cads temperatura
sin extrcto enzimatico. Las diferentes condiciones se probaron por triplicado y se determind
su efecto mediante un andlisis de varianza (p<0.05 y 0.01) .

4.6.9, DETERMINACION DE TIEMPO DE INCUBACION

Para realizar esta determinacion se realizé el seguimiento del proceso de maduracion
midiendo acidez y pH cada 24 horas durante siete dias. Se corrié un blanco sin extracto
enzimativo, en forma parelela. Las determinaciones se hicieron por triplicedo.

4.6,10, PYRMA DE INCORPORACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Se. probaron dos diferentes formas de incorporacidn del extracto enzimitico. El
primero consitiit; en agregar 1 ml en ¢l vaso de precipitados donde se realiza la fusién del
queso y la segunda se agregd en el frasco de incubacién, en Ia misma cantidad. Las
condicioner so cnsayaron por triplicado y se determind su efecto realizando un andlisis de
varianza (ps0 05 y 0.01) .

Se ncaeds que In forma de incorporacién del extracto lipolitico al queso durante el
proceso do inedificacidn podia influir en Ia accién de la enzima, pues como se mencionéd
lmes, Ia enziivis So agregaba al vaso en el que se fundia el queso y después se pasaba a otro

para incubarlo. Lo que se ba probar es que al transferir el producto de un
recnplenle A atro, el extracto no se quedara en el primero o que no se mantuviera la emulsion
y que ésto se raflojara en una menor generacion de acidez, lo cual indicaria que se perdia
enzima al esiizar [u vperacic.  pues las otras condiciones se mantendrian constantes.

Los rusultedos mostraron (Figura 1) que existia una mayor generaciéon de acidez

do se agregaba el directamente en el vaso de incubacion. Para determinar 3i la
diferencia cra significativa entre Ins dos condiciones, se realizé un anilisis de varisnza
(ps0.01), ¢l cual mostrd que realmente la diferencia fué significativa (Tabla 2).
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4.6.8, DETERMINACION DE TEMPERATURA DE INCUBACION

Para determinar la temperatura de incubacion, se siguio el proceso general de fusién
y se probaron dos temperaturas, 29 y 37 °C. Se realizd un seguimiento del desarrollo de
acidez y pH cada 24 horas durante cuatro diss. Se corrié un blanco para cads temperatura
sin extrcto enzimético. Las diferentes condiciones se prob por triplicado y se d
su efecto mediante un anilisis de varianza (p<0.0Sy 0.01) .

(e

4.6.9. DETERMINACION DE TIEMPO DE INCUBACION
Para realizar esta determinacion se realizé el seguimiento del proceso de inaduracién
midiendo acidez y pH cada 24 horas durante siete dias. Se corrié un blanco sin extracto
ico, en forma paralela. Las determinaci se hici por trip

(T

4,6,10. FORMA DE INCORPORACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Se probaron dos diferentes formas de incorporacion del extracto enzimético. El
primero consistid en agregar 1 mi en el vaso de precipitados donde se realiza la fusién del
queso y Ia segunda se agregd en el frasco de incubacién, en Ia misma cantidad. Las
condiciones s¢ ensayaron por triplicado y se determiné su efecto realizando un analisis de
varianza (ps0.05 y 0.01).

Se pensd que 1 forma de incorporacion del extracto lipolitico al queso durante el
proceso de modificacién podia influir en la accién de la enzima, pues como se menciond
antes, la enzima se agregaba al vaso en el que se fundia el queso y después so pasaba a otro
recipiente para incubario. Lo que se deseaba probar es que al transferir ¢l producto de un
recipiente a otro, el extracto no se quedara en el primero o que no se mantuviera la emulsién
y que ésto se reflejara en una menor generacion de acidez, lo cual indicaria que se perdia
enzima a! realizar [a operacion, pues In itras condiciones se mantendrian constantes.

Los resultados mostraron (Figurs 1) que existia una mayor generacién de acidez
cuando se agregaba el extracto directamente en ¢l vaso de incubacion, Para detetminar si la
diferencia era significativa entre las dos ‘condiciones, se realizd un andlisis de varianza
(ps0.01), el cual mostré que realmente Ia diferencia fué significativa (Tabla 2).
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° 2 ] 7 ,.g:m,
BN VASO DE INCUBACION - 198 m 247 2 226
EN VASO DE FUSION ha L. 207 1.766 1.9 207
BLANCO | 1o 137 1.8 L4 182
FIGURA 1, ¢ de ls acidex

cuando se agrege el extracto
enzimético en ol vaso donde se fundié ¢l queso y cusndo se sgrege

on ol vas0 que 88 incubd o mismo queso. Ef blanco no contlens

exracto snziméatico.

TABLA 2

Anilisls de vari .:za para comparar la geseraciéa de acldez al variar ia forma
de lacorporatam del extracto enzimitico. Se agregd ea ¢l vas de lacubaciéa

o en ¢l vaso de fusida.
Variable Gl Suma de Promedio de r
" Cuadrados
Forma 1 0.1178 0.1178 10.6161
Incorporaciéa del
Extracto
Tazimdtico
Lrror s 0.3107 o0l
Total 29 0.4288
**Eziste difereacla sigaificativa catre las formas de & ién del imético pO0.01

20



~Metodologie—

Lo anterior nos indicé que se pudo perder cierta cantidad de extracto al realizar el
cambio de recipiente y que la emulsion pudo sufrir modificacion aunque a simple vista no se
noto. Por lo tanto para el presente trabajo se escogit agregar el extracto en el vaso de
incubacion.

4.6.11. CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL)

A un gramo de queso finamente picado se le agregaron cinco mi de éter etilico, un ml
de &cido sulfirico 4 N y 2.5 g de sulfato de sodio anhidro. Se trituré Ia mezcla y se dejo
reposar por lo menos una hora antes de sfadirle cinco ml de hexano. Se centrifugd a 2000
rpm (Centrifugs Sol Bat, U.S.A.) durante cinco minutos. El sobrenadante separado se paso
por una columna que contenia un gramo de alimina neutra grado IV inactivada con 4 % de
agua (Sigma). El eluido se pasd dos veces por la columna y se lavé con una mezcla de
hexano-éter dietilico (1:1) y se secé al vacio. La alumina se mezcl6 con éter diisopropilico
que contenia 6 % (v/v) de dcido formico, se mezclé vigorosamente y se centrifugé en viales
de 1.5 ml en una microcentrifugs (Eppendorf $415C, Brinkmann Instruments, Alemania) a
5000 rpm/Smin. El sobrenadante se separé en viales'y se mantuvieron & -15°C hasta que se
reali las determil

Los AGL se cuantificaron en un cromatografo de gases (Varian 3700, US.A.)
equipado con un integrador (Varian 4290, U. S A.) y una columna de vidrio 10 % SP-216-
PS en 100/120 Supelcoport con las condi descritas por Decth ef al, (1983). Se
obtuvieron los perﬁln de modificacion a fas 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Se analizaron las
cinéticas y velocidades de liberacion de los dcidos grasos libres C:4, C:6, C:8, C:10, C:12,
C:14, C:16, C:17, C:18 y C:18:1. Ademis se obtuvo el perfil de AGL de las muestras
empleadas en las pruebas senso: - les.

4.7, EVALUACION SENSORIAL

4.7.1, PRUEBA DE NIVEL DE AGRADO

Se proporcionaron aproximadamente cinco gramos de queso procesado en peguefios
recipientes de plistico, los cuales se colocaron en pancles en donde se levo a cabo Ia
pruecba. A cadu juez se le proporcioné un lipiz y Ia hoja del cuestionario (Anexo 2.1.) y se
les indico que leyeran las instrucciones con stencion y si tenjan alguna duda preguntaran,
ademds de dar una explicacion oral. Los jueces fueron 100 personas, estudiantes,
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trabajadores y visitantes de! conjunto "E" de Ia Facultad de Quimica, UNAM, en donde se
efectlio la prueba,

Los jueces sefalaron su nivel de agrado en una escala de -5 a S y se realizo el anilisis
de los datos obtenidos, calculando ls media y la desviacion estindar para determinar la
aceptacion del producto por parte del consumidor (Pedrero y Pangbom, 1989)

4.7.2. ANALISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO

Todo el trabsjo de Ia presente prucba se realizd en el laboratorio de Andlisis
Sensorial, Departamento de Alimentos, Facultad de Quimica, UNAM.

Seleccitn de jueces. La seleccion de los jueces se realizd entre personas que tuvieran
conocimiento sobre el tipo de analisis que se realizaria. Se escogieron cinco y se les dié una
platica de informacion sobre el proyecto y los objetivos de Ia prueba.

Entrenamiento. La da etapa istié en el entr i de los jueces que se
realizé en cuatro sesiones de dos horas de duracion, en las que se les di6 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 pidid que describieran los atributos
sensoriales que percibieran en cada una de las muestras proporcionadas.

Seleccitn de Informacién. En una tercera etapa se analizé la informacién generada
en la etapa previa, obteniéndose los descriptores mas importantes para el anilisis que se
deseaba realizar. Estos descriptores se discutieron en dos sesiones de trabajo para que los
jueces sc pusicran de acuerdo y homogeneizaran ¢l "criterio y lengusje sensorial® con el que
realizarian la evaluacion del queso p do. Ademis se definieron los patrones o
referencias que describirian cada atributo que se mediria.

Evaluacién del queso pro-:sado. Se llevaron a cabo cinco prucbas del queso
modificado, en diferentes dias cada una, en las que se proporciond en una charola, ademis
del producto modificado, dos quesos diferentes (queso manchego y brie), para que se
calificaran también y poder compararlos con el modificado. Ademis se les proporciont otra

harola con las ref de los descriptc Is hoja del cuestionario con los atributos a
evaluar y un lipiz. v

Los resultados obtenidos se analizaron por medio de un Anlisis de Varianza de dos

vias y una prucba de rango multiple (Dx ). La dologi tuvo como
tedrico o expresado por Stone e al, (1974); Zook y Wessman, (1977), Sidel y
Stone, (1976).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. OBTENCION DE EXTRACTO ENZIMATICO

Las condiciones que se emplearon para Ia obtencién del extracto fueron
determinadas previamente dentro del grupo de trabajo (Tobalina ef a/, 1990; Tobalina
comunicaciin personal). Los resultados obtenidos se muestran en s Tabla 1 y, como se
puede observar, no existi6 gran variabilidad entre las réplicas, considerando que el
coeficiente de variacion eaté entre 6 y 8 %. Estos valores se cuantificaron para establecer las
caracteristicas generales del extracto con el que se trabajé y utilizar, dentro de lo posible,
siempre un extracto que cumpliera con condiciones semejantes.

TABLA 1
Resultados de_obtencién del extracto enzimdtico de P, casicolum
£STADISTICA BIOMASA PROTEINA ACTIVIDAD ACTIVIDAD
my/al EXTRACELULAR | LIPOLITICA ESPECIFICA
ng/ml uL UM A Butlrice
pg Prot.
PROMEDIO DE 217 27.5 118.57 431
TRES REPLICAS
*D§ 1.5828 1.7321 7.5450 0.2586
22V (%) 7.2 6.29 6.36 6.0

*Deavincion sstdndar **Cosfitients de vartscién

5.2. DETERMINACION DE At TIVIDAD LIPOLITICA
El método que se empled en el presente trabajo fue el de caida de pH y fos resultados
étodo se presentan en el Anexo 1.1.

obtenidos de la vatidacion de este

5.3. DETERMINACION DE PROTEINA EXTRACELULAR
La cuantificacién de proteina extracelular se realizd por ¢l método propuesto por
Bradford (1976) y los resuitados de Ia validacion del método se presentan en ¢l Anexo 1.2,

p1]
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5.4, CONSERVACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Una vez obtenido el extracto enzimético, se determind [a forma mas adecuada de su
conservacion. Se examinaron [as formas mis comunes de conservacién: refrigeracion,
congelacion y liofilizacién, pues se contaba con el equipo necesario y no requeria de mayor
sofisticacidn el realizarlas. Los resultados obtenidos se muestran en Ia tabla 2, y se puede
observar que los mejores porcentsjes de ividad, después de 6 de
almacenamiento, se presentaron cuando se liofililiz6 1a muestra, ya que no sdlo se mantuvo
la actividad sino que se concentrd. Esto podris ser porque se elimina el agua y ésto
disminuye !a actividad enzimética del extracto, evitando que la lipasa pueda ser degradada
por proteasas presentes en ¢, y ademds, porque se puede resuspender Ia muestra en un
volumen menor al que so liofiliza.

TABLA 2
Conservacién de extracto enzimdtico en diferentes condiciones de almacenamiento
EXTRACTO REFRIGERACION CONGELACION LIOFILIZACION
RECIEN OBTENIDO sC -18°C % Actividad remancnte
(% Actividad Inicial) | % Actividd % Actividsd después de 6 semanas *
después de 6 semanas ¢ | después de 6 semanas *
100 2846
100 68.77
100 144.28 |
* Promedios da tres replicas

Si bien de los 1+ 1 procesos utilizados ¢l de mayor complejidad, por el equipo que se
requiere y [a forma en que se prepara la muestra, es el de liofilizacién, este proceso fue ¢l
seleccionado, por los resultados que se obtuvieron tomando en cuents que realmente existe
diferencia altamente significativa entre las .muestras para p<0.01 (Tabla 3). Ademas al
liofilizar las muestras, s¢ disminuye notablemente la posibilidad de contaminacién y sc
pueden ob diferentes iones de enzima, do la cantided de agua en la que
se resuspenda la muestra liofilizada.
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TABLAJ
Andllsis de Varianza para diferentes condiclones
de conservacion del extracto enzimitico de
P. cuseicolum

Candicd " Vari N
%Actividad
Remanente

Refrigeracién 28,46 01766 3
Congelacién 6877 0.0506 3
Liofilizacién 14428 01086 3

F=93453.57 Para ps0.01 SI existe
difercncia significatica
entre promedios

5.5, DETERMINACION DE ESTABILIDAD TERMICA DE LA
LIPASA
En la elaboracion de quesos modificados enzimaticamente, uno de los puntos criticos
es la incorporcién de |a enzima al producto licteo (Moskowitz y Noelck, 1987). Esto es
particularmente importante en el caso del presente trabajo, en el que se tenia que fundir el
quesn para formar una emulsion en la que pudiera actuar s lipasa, ya que Ia misma actuara
en interfase agus-aceite (Whitaker, 1972; Amold, 1975; Shwimmer, 1981; Junge, 1984,
Stauffer, 1989; Brady ef al, 1990; Godtfredsen, 1990). Para lograrlo resulta critica la
p de incorporacior e la enzima al producto licteo para iniciar el proceso de
modificacion.

Por lo mencionado anteriormente ﬁxé necesario determinar la estabilidad térmica de
la lipasa, para asi bl Ia a la que se podria trabajar sin que la
enzima sufriera slgun daflo. Como se muenn en {a Figura 1, la enzinm mantuvo su actividad
casi sin cambio hasta los 50°C, pero por arriba de esta temperatura d bl
hasta perderla por completo a 60°C, posiblemente por desnaturalizacion o algin cambio en
la estructura de su sitio activo.

o
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% ACTIVIDAD

120

l‘ﬂmﬂllﬂll‘lﬂﬂl’g TEPERATURA (SAADOS CILINGS)
FIGURA 1. Establlidad térmica de lipasa de P, im donde el p

se reflore & la a-"'idad remanents, Las condiciones de reaccidn se
espscifican en |+ “stodologia (4.5).
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8.6, PROCESO DE MODIFICACION DEL QUESO

$.6.1, SELECCION DE MATERIA PRIMA
En estudios previos realizados dentro del grupo de i igacion, se habian evaluado

1ah. A

diferentes tipos de queso que podrian servir como ia prima para p
modificados  (Nurko, 1990). En ellos so determind que el queso tipo manchego marca
Caperucita cumplia con las condiciones requeridas, ya que tenia una calidad microbiologica
buena y constante, ademss de otras caracteristicas fisicoquimicas importantes para el
proceso, como buena consistencia para fundir, es decir, existia menos separacion de grasa
durante el calentamiento que en los otros quesos que se examinaron, asi como cumplir con
el contenido de grasa que marca la norma y tener un pH inicial adecuado para el proceso de
fusién, Las caracteristicas seilaladas se corroborason en el presente trabajo, lo que confirmo
Ia calidad constante del queso.

8.6.2, ANALISIS MICROBIOLOGICO DE MATERIA PRIMA

El control microbiolégico fué un factor primordial para determinar la calidad de la
materia prima con la que se trabajo, ya que |a presencis de microorganismos no descados
implicaba, desde el punto de vista técnico, tener otras varisbles en nuestro producto que no
estarian bajo control, y desde el punto de vists sanitario, Ia posible presencia de
microorganismos patégenos en el queso podria ocasionar problemas de salud en quienes fo
consumieran, Ademds se necesitaba que 1a calidad J: '* materia prima no sélo fuera buena,
sino que también fliera constante.

Para empezar a trabajar con el queso antes mencionado, se le realizaron nuevamente
las prucbas de calidz. microbiologica establecidas por la Norma Oficial Mexicana para
queso tipo manchego (NOM-F-462-184) y el valor de pH, el cual es indicador de la calidad
y fue un parkmetro de control durante el desarrollo de Ia investigacion.

Los resultados se pueden observar ¢n ls Tabla 4 comparados con lo que determina la
Norma Oficial Mexicana. Se pudo confirmar la buena calidad del queso, ya que cumple con
las especificaciones que se estipulen. Por lo tanto, se decidi6 continuar trabsjando con este
producto, ya que ofrecid la seguridad de tener una materia prima de calidad buena y
constante.
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ESPECIFICACIONES RESULTADOS NORMA OFICIAL
_EXPERIMENTALRS MEXICANA
MINMO MAXIMO

Grasa (bulirica) % 3 8
| pH .18 s 6
COLIFORMES _(NMP/g) 400 - 10000 ufc/g
Escherichig coli (NMP/g) 18 - 1000 ufc/g
Staghylucoceus aureus NEGATIVO - 100 ufe/g
Salmonella en 288 NEGATIVO - NEQATIVO
HONGOGS 30 colg - 40 uic/j
LEVADURAS 20 colig = [ nfd:

5.6.3, DETERMINACION DE ACIDEZ y pH
La medicion de acidez tuvo como objetivo principal realizar el seguimiento del
proceso de modificacién del sabor del queso procesado, como una etapa previa da la
caracterizacion del prodi por cromatografis de gases, con las posibles limitantes
p enla dologis. Se pudd observar que 1a acidez determinads en los blancos sin
extracto enzimati midos en forma paralela s las medici realizadas, se mantuvo por
abajo de 1a que se generd con el extracto enzimitico, manteniendose en {a acidez inicial o
variando poco con resp aésta. Lo ionado anterionmente nos indica, que no se esth
generando acidez en el queso per se, al menos no en gran porcentaje, y que ésta se geners
solo en mayor porcentsje, cuando se sgrega el extracto enzimitico (Figuras 2-6). Ademds,
en los perfiles de dcidos grasc. iibres obtenidos por cromatografia de gases, se pudo
comprobar la especificidad de 1a lipass de P. caseicolum por ¢l dcido butirico, pues éste
aumento su concentracién 20 veces, durante-el proceso de modificacién (Figura 8), mis que
los otros dcidos grasos libres (AGL) analizados. Al comparar los porcentsjes de grasa
lipolizada en el queso, obtenidos por porcentaje de icidez expresado como dcido butirico
(7.35%) y el determinado por cromatografia de gases como AGL (8.4%) para cuatro diss de
modificacion, se 6 que fueron simil También se ha reportado en queso suizo,
que uns porcion considersble de cidos grasos libres insolubles en agus (C:6-C:18), se
encuentran al analizar la fase acuosa. Lo que lleva a suponer que existen otros factores,
ademas de la solubilidad en agua o aceite, que tienen que ver con 1a extraccion de los AGL,
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por cjemplo, que se encuentren localizados ¢n Ia interfase agua-aceite del queso y sean
arrastrados en la fase acuosa, o que los cidos grasos se unan a los grupos cargados
positi de proteinas y péptidos de Ia fase acuosa (Biede y Hammond, 1979).

Lo mencionado anteriromente nos permite suponer que el método utilizado para la
determinacion de acidez, es acepiable y fue util para este trabsjo especifico. Pero deben
tenerse en cuenta las limitante que tiene ¢l método, principalmente que Ia determinacion se
realiza en fase acuosa y que Is mayoria de los dcidos generados por lipélisis, extrictamente
no son solubles en agua, seré mis complicado seguir el proceso de
lipolisis a una enzima que no tenga especificidad por el &cido butirico o que no se scpa su
especificidad, por lo tanto, se deben analizar los objetivos que se tienen antes de emplear
éste método.

El valor de pH se utilizo como una prueba comparativa con la acidez, para
determinar si se tenia uus relacidn entre las dos mediciones, que pudiera corroborar los
datos obtenidos en acidez.

Estas determinaciones tienen la ventaja de ser ripidas y 6micas, Lo jor es
importante, si se toma en cuanta que debido a los objetivos del trabajo, en el que se intentd

blecer las condici de elaboracién y modificacién del sabor de queso procesado, se
tenian que realizar una gran cantidad de determinaciones, lo cual fue una limitante para
utilizar otras pruebas que pudieran id como més precisas, pero que son mis
complejas y era dificil utilizarlas como una determinacién de rutina, por ejemplo, la
cromatografia de gases, Ia cual se reservé para caracterizar el producto final,

hahland damé

8.6.4. DETERMINACION DE CONDICIONES DE FUSION

Para establecer las condiciones de fusion se tomaron en cuenta los pasos generales
propuestos por Kilara (1985) para modificacién de productos licteos, asi como el proceso
de modificacién en crema p->zntado por Matute (1992). Se realizaron cambios para
adaptarlas a las condiciones requeridas en el proceso de modificacion de queso y de acuerdo
al extracto lipolitico que se utilizé.

En el proceso de fusidn una limitante operativa es la temperatura de inactivacion de
1a lipasa, que como ya se mencioné anteriormente, se iniciaba por arriba de 50°C, por lo que
fue necesario {ograr Ia fusion por abajo de esta temperatura. El problema importante
consistio en evitar |a separscion de fases agua-aceite durante Ia fusion, por que Ia lipasa,
como ya se dijo antes, actua en la interfase agua-aceite.
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Para lograr lo anterior se utilizaron sales fundentes, las cuales, ademis de disminuir
la temperatura de fusién y evitar la separacion de fases, mejoraron Ia textura, y como
consecuencia de las dos primeras caracteristicas permitieron que se generara mayor acidez,
que como ya se explico fue el indice que se utilizd para establecer que Ia lipasa estaba
actuando sobre el sustrato y modificando el sabor del producto.

Se probaron tres diferentes sales fundentes: citratos, polifosfatos y sales comerciales.
En estudios anteriores (Nurko, 1990) se habian probado las dos primeras, obteniéndose
mejores resultados en cuanto a textura con los citratos; pero la temperatura de fusion era
mayor a la que se necesitaba en este trabajo, por lo que se decidié probar las sales que se
utilizan en forma comercial, ademis de las que se habian utilizado anteriormente, para
comparar los resultados. Los mejores resultados se obtuvieron con Ia mezcla comercial, ya
que como se puede observar en [a Tabla 5, con eilas se obtuvo la menor temperatura de
fusion, no existio separacion de fases y se obtuvo una buena textura.

TABLA S

EFECTO DE LAS SALES FUNDENTES EN TEXTURA Y GENERACION DE ACIDEZ
TEXTURA(1)  |SEPARACIONDE | TEMPERATURA |{ACIDEZ GENE-
BASES (2 DE FUSION CC) | RADA ¢ (96hrs)

Regular Poca “ 1.8640.12

Reqular Poca 48 2.13:001

Buena Nada 39 2321004

Blanco** Mala Mucha s 1.3840.81

*La acidex fue determinads en % Acido Butirico
**3(n snbes

y sl extracto

(1) Testura Matas Muy grumoss y chicloss. Tezturs Roguinr= Pocos grumos ¥ o chicloss. Texturs busas=Sin

grumos al chiclosa

{2) Muchos Se observa directamenta. PocamSe cbserva al mover s muestra. NadesNo s¢ observa al al moverla

Por otra parte, la acidez generada fue mayor,

cuando se usaron las sales

comerciales, como se puede observar también en la Figura 2, ademis, se realizd un anilisis
de varianza para comparar fos diferentes perfiles de acidez, que se lograron con las tres
diferentes sales y se observd que existia diferencia significativa entre ellas (ps0.05).
Mediante la prueba de rango multiple LSD (diferencis minima significativa) se establecio que
entre las sales comerciales y citrato de sodio existia diferencia significativa y que polifosfatos
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no tenia diferencia significativa con ninguno de las dos (Tabla 6), po lo que se decidié que
se utilizarian las sales comerciales durante todo el proceso de modificacion, por que daba
mejores caracteristicas de textura que polifosfatos, pero principsimente porque daba un
mayor margen de temperatura para poder trabsjar con menor riesgo a perder Ia actividad de
la enzima.

% Acido Buitrico

. » - L] m; (M )
CITRATOS * 12s 1.6 10 (X7
POLIFOSFATOS R k] 197 200 a
SALES COMENCIALES O 138 tn wn e
BLANCO = s 118 1.3 1.37

FIGURA 2.Comparacic: v las cifsrentes saies de fusion utiizades en ¢l proceso
de modificacidn. €l blanco utikzado no contenls sales de feidn
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TABLA 6
Andlisis de Varianza y prucba de rasgo aultiple LSD para comparar
Ins dtiferentes sales de fusida utlitzadas en el proceso de modificacitn.

Variable G.L Sums de Prowedio de F
Cuadrados Cuadrados
Salea de fusién 2 09228 0.4614 4.0103¢
Error 42 48323 0.1188
Total 43 3,7851
* Existe diferencis sigaificativa entre (a8 sales p<0.08
Prueba LSD
Promedios % Acldez Grupos
1.61 Citrato de sodio a
1.88 Folifosfatos a-b
1.98 Sales comericales ¢

a,b,c Lotras igunles 50 exlste difervacia sigalficativa p<0.08

Para reafimar Ia utilidad de las sales de fusion en el proceso, se realizd un
experimento en el cual, a una muestra a modificar se le agregaban sales y a otra no. Como se
puede observar en Ia Figura 3, al realizar el proceso de modificacién con sales de fusién se
obtuvo una mayor generacién de acidez que cuando no se utilizaron, y Ia diferencia que
existe entre ellas es altamente significativa, como se pudo determinar al realizar un anilisis
de varianza (p<0.01) para p las dos dici (Tabla 7), lo que confimé6 la
necesidad de utilizar las sales de fusion.
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' — .
» L] - . L] Thempo (horas)

CONSALESDEFUSION | 19 247 20 M 23

SIN SALES DE PUSION - 19 188 L 19 201

HLANCO +] 1o 1.9 161 5] 1.94

FIGURA 3.Dsterminacion de la influencie que tiene el usar sales de fusidny no

useries, en Is generacion de acidez. El blanco no contiene sales de
fusién nl extracto enzimitico.

TABLA 7
Aandlisis de Varlanza - v 4 comparsr ¢l proceso de modificaciéa usando
sales de fasida y sla utilzarias
Varisble GL Suma de Promedio de r
Cusdrados Cuadrados
Con 0 3ln Sales 1 0.560) 0.5603 28,3787
de fusién
Ervor 28 0.549 0.0196
Total 29 1.1093

*2 Exliste diferencis significativa entre las sales p<0.01
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También se probaron diferentes temperaturas de incorporacion de las sales. Ello
permitio establecer que se lograban mejores resultados (mayor generacion de acidez), al
agregar 1as sales a una temperatura de 25°C mas que a 30 o 35°C. Esto quiere decir que se
deben de agregar desde el inicio del proceso de modificacion. La diferencia entre las
temperaturas fué significativa como se demostr6 al realizar la prueba de t-Student a los
resultados obtenidos (Tablas 8 y 9). Esto se explica porque las sales, al estar presentes desde
el inicio del calentamiento, empiezan a interaccionar con la caseins para formar un
compuesto més estable al calor que ¢! formado entre 1a proteina y el calcio lo que evita se
produzca separacion de fases al fundir el queso (Patart, 1990), esto favorece una mejor
textura del queso fundido y también una mejor incorporacién de Ia enzima, lo cual
repercutira en su actividad sobre el sustrato,

TABLA 8
INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCORPORACION DE SALES DE FUSION EN EL
DESARROLLO DE ACIDEZ
TEMPERATURADE | ACIDEZINICIAL® | ACIDEZFINAL* | INCREMENTO DE

INCORPORACION (0 boras) (96 horas) ACIDEZ *

28 083 3.66 2838

30 0.98 2,08 L07h

3s LI0 2,14 104b

* La scidez esti reportada como % de dcido butirico
a,b Latras difereates indica que existe diferencis siguifcativa pars p<0.01

TABLA 9
Prucba t-Student para determiaar of exlste diferencia eatre las temperaturas
de Incorporacién de las sales de fuslén.

Condicién Promedios Varianza No. muestras
% Acidez analizadas
Temp, incorporaclén 1.05 1.0504 3

(=2.7828%

** Ezliste diferencla slgalficativa eatre tas condiclones p<0.01
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5.6.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA

En ¢l grupo de trabajo se habian realizado anteriormente investigaciones en los que
se modifico el sabor de crema con diferentes extractos enzimiticos, entre ellos el de
Penicillium caseicolum, y con el cusl se obtuvo una acidez de 3.5% reportado, como Acido
butirico (Tobalina, comunicacion p 1). A los prod btenidos se les aplico una
prueba sensorial de preferencia, y los jueces escogi con mayor fr ia como pri
opcion ¢l de P. caseicolum. Tomando lo anterior como base, se busco obtener como minimo
esta acidez en el queso modificado, para lo cual fué con qué actividad
lipolitica se alcanzaba ésta, y posteriormente determinar si ¢l sabor generado en el queso
tenia aceptacion entre los consumidores.

d

Para realizar lo anterior se utilizaron extractos con diferente actividad lipolitica y los
resultados obtenidos mostraron que Ia acidez ¢sperada se obtuvo con una actividad de 108
Ul (Figura 4) y que se alcanz6 en un tiempo menor a los 4 dias que duraba el proceso de
modificacién. Lo anterior indicé que se podria cumplir con e} objetivo de aumentar el sabor
en un tiempo mis corto que el normalmente empleado en Ia elaboracién de quesos
madurados, que puede ser de 20 hasta 120 dias, depediendo del tipo de queso (Kinsel y
Hwang, 1976; Law, 1984, Arbige, 1986).
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[ aummma -] om 139 156 1. 181
atuMmmy  + 0.92 (B 226 2.64 262
ONuMmima *| 09 184 2.8 267 295
losuM/mimn S| 082 20 22 38 39

BLANCO *|_ om o 1.22 142 092

FIGURA 4. Desarrolic de acldez generado con extracto snzimdtico
con diferents actividad de P, cassicolum,
El bianco no tisne extracto enzimatico.

5.6.6. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION

Para Ia determinacién de la temperatura de maduracion se experimenté con 29 y
37°C. Estas se escogieron tomando en cuanta los trabajos realizados por Lamberet y Lenoir
(1976) y Alhir et al, (1990), =2 si bien, establecieron Ia temperatura 6ptima de la lipasa de
I, caseicolum, en 35°C, entre 28 y 38°C se mantiene por arriba del 90% de su actividad.
Esto nos ofrecia un de temp para poder trabajar y escoger Ia temp de
incubacién de la muestra.

La mayor generacion de acidez, de acuerdo a estudios previos del grupo de trabajo,
se presentaba a 37°C, por lo tanto, se escogié esta temperatura para incubar ¢l queso
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durante el proceso de modificacién. Por otra parte, se eligié 29°C como otra opcion, porque
a esa temp 30 obtenia ¢l enzimitico.

Al probarse las dos temperaturas, se pudo observar que a 29°C se generaba una
mayor acidez que a 37°C (Figura 5), o cual nos indicaba que Ia lipasa actuaba con mayui
eficiencia en Ia primera, ya que la actividad lipolitica del extracto utilizado fue la misma para
las dos condiciones. Para asegurar que Ia generacion de acidez no se producia quimicamenty
por el tratamiento de la muestra por microorganismos presentes en el queso, sino que sv
debia a Ia lipasa, se corrid un blanco, sin extracto enzimitico, en forma paralela para cudi
condicion. Al analizar los resultados estadisticamente mediante un andlisis de varianza sc
encontré que la diferencia entre las dos fue significativa (ps0.01) (Tabla 10).

. H . . - " Tiompo (hotas)
9c * 1.9 219 w3 238 .29
nc -l 19 &1 208 ALl Y]
BLANCO29C 1.9 1.61 1.2 (&} 1.7
BLANCONIC o] 1 169 1.66 188 174
FIGURA 8.C de diferentes de del

modificado. Los blancos no tienen extracto enzimético.
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TABLA 10
Andlisis de Variznza para determisar sl exlsts diferencin significativa entre
las temperaturas de incubscién
Varlable G.L. Suma de Promedio de | 4

Cuadrados Cuadrados

Temp, 1 0.1168 0.1168 9.32242*

incubacitn
Error 23 0.3507 00123
Total 29 04673

** Raiste diferencia significativa entre lss tomperaturas p<0.01

Por lo mencionado anteriormente se decidio utilizar In temperatura de 29°C, porque
ademas era menos dristica y el gasto de energia seria menor, teniendo en mente su posible
aplicacién a nivel industrial principalmente.

$.6.7. DETERMINACION DE TIEMPO DE INCUBACION

El tiempo de incubacitn se habia establecido en trabajos anteriores, aplicados en
otros productos lacteos (Nurko, 1990; Qrozco, 1993) y fue de 4 dias, este tiempo se
mantuvo ya que se considera un periodo corto, que era algo que se deseaba conseguir, para
que diminuyera costos de elaboracion por pto de periodo de d
considerando I elaboracién a nivel industrial,

Lo que se pretendia con esta prucba era mantener Ia incubacion durante mis dias de
los que normalmente se dejaba y observar el comportamiento de la lipasa mediante el
seguimiento de la generacion de acidez. Es decir, si conforme transcurria el tiempo
aumentaba, por [a accion de 1a lipasa sobre los triglicéridos y la consecuente liberacion de
acidos grasos libres o si diminuia porque la misma lipass no actuaba sobre el sustrato por
que sufria algun tipo de inhibicion, porque existiera limitacidn por sustrato o porque los
compuestos liberados no -nodificaran Ia acidez.. Si disminuia, determinar en que tiempo

iaba el declive de Ia idad de Ia enzima, ésto para poder establecer ciertas limitantes
en el uso del p o posibles aplicaciones del prod btenid

| 4 L4

Como se pudo observar (Figura 6), durante los siete dias de incubacitn Ia acidez
siguid aumentando y no mostrd una disminucion, al menos hasta el tiempo probado. El

p je de acidez obtenido en ef séptimo dia de 4.96, equivalia al 11.19% del total de la
grasa cn el queso y es un valor alto. Este porcentaje es superior a otfos quesos reportados,
por ejemplo, quesos b dos que al niveles de 6-10%, queso
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roquefort 8%, queso gouda |.5%, queso brie 3.2% y solo es superado por quesos azules ’
que alcanzan entre 18-25% (Choisy ¢r al., 1990). Mientras que al cuarto dia la acidez
obtenida de 3.77 correspondia a 7.35% del total de grasa, que comparado con los valores
antes seflalados, nos indicaba que estaba en el rango del comun de los quesos madurados,
exceptuando a los quesos azules que son de un sabor muy intenso y reforzaba la propuesta
de dejar cuatro dias de mad al queso p

Los ltad i freci varias posibilidades de uso del proceso: podria
emplearse para obtener un sabor intenso para utilizarse como concentrado de sabor a queso
en diversos prod por ejemplo, "dips", ladas, sopas, etc. y por otra parte
existia la posibilidad de detener antes la incubacion y utilizarlo como un queso con sabor
madurado o variar los tiempos para obtener un perfil de sabor especifico y ofrecerlo como
producto termindo, de doalasp ias del id

4
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4.6.9, CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL)

El perfil de 4cidos grasos libres (AGL) que sc generd durantc el proceso de
modificacion de sabor del queso p do en ias dici m d;
anteriormente, sufrié un cambio progresivo en las concentraciones de los diferentes AGL.,
generados por la lipasa del extracto enzimético que se utilizé (Figura 7), pues en el blanco
corrido en forma paralela al p (sin dcto enzimético), ¢! cambio que se generd

en las concentraciones de AGL fue minimo (Figuras 8-17).
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FIGURA 7. Perfil de 4cidos grasos libres pirmmo durante el proceso
de modificacion del ﬂ 8abor del QUEso procesado, lievado acsba
con extracio enzimético de P. caseicolum
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El total de AGL generados a las 96 horas de modificacion, fue de 2530.7 mg/100g
de queso, equivalente al 8.4% de lipolisis, considerando que la grasa de la leche estd
compuesta en un 98% de triglicéridos (Gresti er al, 1993). Esta cantidad de AGL ¢s
purscida a lo reportado para queso romano rayado 2516mg/100g de queso, pero muy
superior de los valores de otras variedades de quesos itali como provolone 153-680,
parmesano 281-499, y mozzarella 36-46 mg/100g de queso (Woo y Lindsay, 1984) y
queso cheddar de menos de uno y hasta diez meses de maduracién 276-1583.1mg/100g
de queso (Woo y Lindsay, 1982). Pero fue menor a lo reportado para queso roquefort
3245.3 y queso azul 3523mg/100g de queso (Woo ef al, 1984) y queso azul madurado
aceleradamente 4282-4429mg/100g queso (Harte y Stine, 1977).

Diferentes autores (Kristoffersen, 1973; De Frutos ef al, 1991; Bigelis, 1992 y
Lightficld e al, 1993) han sefialado la importancia de los dcidos grasos libres en el sabor
en quesos, sin descartar el papel de otros productos, principalmente los derivados de
degradacion de proteinas. Estos dcidos, a su vez, son importantes porque son el principio
de la cadena de reacciones que se producen para generar una gran variedad de

compuestos, como metil y alcohol darios, que son responsables del sabor
en estos productos (Seitz, 1974; Kinsella e a/, 1976; Shahani er al, 1976; Moskowitz,
1987). También se ha jonado que el ido de AGL de un queso no

explica totalmente los aspectos de la calidad su sabor (Woo y Lindsay, 1984),

La magnitud de los cambios generados en el perfil de AGL comprobé que el sabor
se habfa modificado. Los AGL que se liberaron en mayor cantidad fueron los Acidos
butfrico, mirislico'. palmitico, estedrico y oleico, los cuales aumentaron 10.8, 7.8, 4.4, 3.9
y 3.2 veces respectivamente durante la modificacién, lo que indicé que la lipasa de P.
caseicolum mostrd cierta preferencia por los dcidos de cadena larga, pero ésta fue mayor
para el dcido butirico, si %i¢n los niveles de cada uto variaron con el tiempo, (Figuras 8-
17). Cabe sefialar que existid una disminucién en el contenido de acidos palmitico,
estedrico y oleico de las 48 a las 72 horas (Figura 7), aunque después sigue aumentando
sobre todo después de 96 horas (Figuras 14,16 y 17), esto puede atribuirse a que estos
dcidos estan siendo fi dos en otros p como metil-cetonas, pues se ha
observado que ésto pasa en queso roquefort ( Kinsclla y Hwang), sobre todo si se observa
que la diferencia es mayor en el dcido oleico, que es el mas susceptible a sufrir reacciones
de oxidacion (Margalit, 1981).
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El perfil de AGL obtenido es semejante al que presentan otros tipos de quesos
como camembert y brie, pues dstos aunque tienen un contenido total de AGL menor que
¢l queso procesado, predominan en ellos los Acidos butirico, miristico, palmitico,
estedrico y oleico, mientras que caproico, caprilico, ctpnco y ladrico se encuentran en
cantidades pequefias (Woo et al, 1984) bién se con al, quesos suizos

comerciales en la misma forma (Bied y Hammond, 1979),

Los resultados anteriores permiticron establecer que ¢l sabor generado depende en
forma i lmponamc del ticmpo de modificacion y de 1a especificidad de la lipasa, ademds de
blecidos como; la temp de incubacion, el p de fusion y
formacion de la emulsion para que actue la enzima y la calidad de la ia prima,
principaimente en su contenido de grasa. Por lo mencionado anteriormente se abre una
gama de posibilidades en la generacién de sabor al utilizar esta enzima y modificar alguna
de las variables mencionadas anteriormente.
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Se analizé también el perfil de 4cidos grasos de las muestras utilizadas en las
evaluaciones sensoriales, tanto para las pruebas cuaatitativas como la de nivel de agrado.
Esto se realizé para d inar qué 1an dife eran las CON resp a su perfil
de AGL, y qué tanto podrlln mﬂulr en los resultados dados por los jueces.

Los \tad que el perfil para cada tipo de dcido graso,
evaluado por separado, fuc muy parecido en las diferentes muestras (Figura 18), y al
analizarse estadisticamente por la prueba (-Student, se comprobé que no existia diferencia
significativa entre las diversas muestras, solo existi6 para los dcidos cdprico, laurico y
margdrico para una ps0.05. En cuanto al perfil analizado en forma total, es decir, todos los
tcidos grasos en conjunto, se pudo observar que son simil y al realizar un analisis de
varianza entre las diferentes muestras pata p<0.01, no existié diferencia significativa entre
¢llos (Tabla 11). Los Itados anteriores indi que las difercntes muestras que se

I no fueron dife en cuanto a su contenido de dcidos grasos, y que por lo
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tanto, se disminuyé al minimo la posibilidad de que las evaluaciones sensoriales fueran
erroneas o poco confiables, porque se estuvieran evaluando muestras muy diferentes en
cada prueba, Es importante considerarlo en el anélisis descriptivo cuantitativo, pues éste se
realizé en cinco diferentes sesiones y los resultados no se podrian analizar en conjunto si
las muestras hubieran sido muy diferentes entre si, pucs eso indicaria que, estrictamente

hablando, se habrian evaluado diferentes muestras, lo cual no sucedio.
mg AGL/100mg Queso
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m’.:nmm lnlllﬂgll y lade nivel dngudo

NI- NO oxigle dHerencia signAicative entre las prustes
* Existe dierencia $9NACSLVA entre tas pruebes p<0.08

4



~Resultados y Discustdn—

TABLA 11
Anilisis de varianza para determinar ol existe diferencia significativa entre iss
diferentes prusbas sensoriakes snatiticas y 1a de nivel de agrado

Varlable G.L. Suma de Promedio de F
Cundrados Cuadrados
Pruebay 4 771367.73 192841.93 0.4087 NS
sensorinies
Error 43 21381894.16 47837543
Total 49 22163261.89

NS= NO existe diferencis significativa enire las prusbas sensorlales

4.7. EVALUACION SENSORIAL

4.7.1, PRUEBA DE NIVEL DE AGRADO

Inicialmente se determind el nivel de agrado del producto modificado en una
poblacién estadisticamente representativa, El propdsito de esta prueba fue tener una
referencia de las posibilidades que el producto podria tener en los gustos del consumidor en
general.  El sabor generado en el queso modificado fue aceptado por un 72% de los jueces
afectivos que participaron en la prueba sensorial de nivel de agrado (Tabla 12). Ei
cuestionario empleado se muestra en el anexo 2.1,

4.7.2, ANALISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO

Dada la aceptabilidad del prod se inué con las prucbas sensoriales y se
procedio a realizar una descripcion sensorial del producto, Se determiné el perfil de sabor
modificado del queso procesado y se compard con ¢l perfil de la materia prima, que fue
queso manchego, y con un queso madurado elaborado con un hongo similar a P.
caseicolum, como lo es el queso brie (Figura 19). La diferencia entre este queso y el
Procesado es que el Brie se deja madurar pars que genere su sabor caracteristico de 30 a 40
dins, mientras que el procesado modificado alcanza su sabor en tan, sélo 4 dias, con la

consccuente ventaja de un ahorro 6mi demds de poder ob t mis o
menor | idad, de do a las idades del d riando los tiempos de
dificacion o la ion de enzima.
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TABLA 12
Hoja de vaciado de datos de Ia prusha de nivel de sgrado para el queso modificado con
¢l extracto enzimitico de P. cassicolum

FECHA DE PRUEBA: 211194
Escala de Calificacién: -8« DISGUSTA MUCHO A 3= GUSTA MUCHO
para teaducir de 0 @ 10 centimetros

JUEZ (n)  Califcacion JUEZ(m) Calificacén JUEZ () Calificackén JUEZ (n)  Callficacién

1 10 26 ] s1 7.50 76 6
2 10 27 [} 52 7.50 7 6
3 10 28 [ 3 7.50 7 6
4 10 29 ] s 7.50 7 6
s 10 30 8 s 748 %0 6
6 10 3 [ 56 7.40 s 6
5 e 2 s LY s 2 9
5. 0 3 s 8 7 8 56
‘9T 0 34 ] 5 7 “ 548
10 “9.68 33 s 60 7 ] s
n 9.50 6 s 61 7 "% s
420 940 37 ] 62 7 87 []
13 938 38 [ 6 7 [ 435
4 9.10 39 [ 64 7 ] 4
15 9 40 s 68 7 % 4
16 9 4 s 66 7 9l 4
17 9 2 s 67 7 92 395
18 9 ] (] 68 7 9 3.70
19 9 “ 3 69 7 9 310
09 4 790 70 7 95 3.10
21 9 46 79 - 7N 7 % 3
2 855 @ 790 72 7 K 260
b3 8.50 ] 740 b2 7 9 2
u .50 49 758 74 640 % 030
28 .50 50 850 78 6 100 0.20

SUMATORIA=218.4 PROMEDIO=118 DESV.EST.=2.08
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| e——QMANCHEGO == = Q.ORIE — a.PROCESADO 1

FIGURA 18. t:omrlrldo" de los perfiles de sabor obtonldou en ¢l andlisis
sensorial eulnmnuvo €1 Queso manchego esté como referencia con
un valor T. grumosa dei Q. procesado y T. untable dei Q. brie

esian en donm ‘I’-tmum R-nublo Sssabor, Osolor, Cecolor.

Para llevar a cabo la prueba descriptiva se realizd e} entrenamiento de jueces, como
ya se jond en la metodologia. Para el entrenamiento se utilizaron diferentes
descriptores que fueron generados en la prueba de nivel de agrado por los consumidores,
(Anexos 2.2, y 2.3.); éstos fueron de gran ayuda para ahorrar tiempo de entrenamiento pues
se tenfa una idea, aunque general, del producto con el que sc trabajaba. Pero los
descriptores definitivos fueron estoh! por los mi jueces al término del periodo de
entrenamiento.

El cuestionario que se utilizd en Iu evaluaciones descriptivas cuantitativas
definitivas se presentan en el Anexo 3.1, asi como también las definiciones de los
descriptores finales generados por los jueces para esta prueba.

Al observar por separado el andlisis sensorial de lu textura y color del queso
procesado, se pudo observar que este queso y el manchego (materia prima), son semejantes,
sélo dificren en untabilidad y grumosidad siendo mayores en el queso procesado, y los dos

5
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son diferentes al queso brie (Figura 20). Lo exp i se puedoe corrob
con ¢l andlisis estadisitico realizado para estas caracteristicas y mostrado en la Tabla 13,
Estos resultados nos indican que {a textura y color del queso procesado no se modificaron

d Cl, de elab ion ni d fa 4 "

ialmente

e Q. MANCHEGO o= == QDR

Q. PROCRBADC

FIGURA 20, Perfll de taxturs y color genarado en el sndlisls sensorial cusnitiativo
Lo AL S e a3 e T bt

En cuanto al sabor y olor de} queso procesado es diferente al queso manchego
(materia prima) y mds parecido al queso brie, Esta aseveracién se puede observar en el
sabor y olor [dcteo, un atributo de quesos poco madurados, en el que Ja intensidad es menor,
en los quesos procesado y brie que en el manchego. También en e} sabor y resabio rancio,
sabor amargo y olor a diucetilo, notas de sabor presentes cn quesos madurados, por
{o, ef diacetit {stico de quesos como Port Salut y Monterey Jack, sabor y olor
rancio en queso suizo, provocado por una aits ién de cido butfrico (Woo et al,
1984), el cual esté presente en mayor cantidad ($ veces mas) en queso brié y procesado que
cn el manchego. Estas caracteristicas de sabor son més intensas en ei queso procesado y
bric que en ¢! manchego (Figura 21) y son eswadisticamente diferentes en forma
significativa como se puede observar en la Tabla 13. Por lo que podemos decir que el sabor
del queso procesado sf se modifico wtilizando e} extracto enzimético de P. caselcolum y que
¢ste es semejante al del queso brie.

JEnP

52



—~Resultados y Discusidn—

Esto es algo hasta cierto punto légico, si se toma en cuenta que s¢ ha encontrado que
los pertiles de compuestos voldtiles generados por P. lcolum y P. berti (este
Gltimo utilizado en la elaboracion de queso brie), son semejantes (Karahadian ef al, 1985),
incluso se dice que son especies muy parecidas y que sélo difieren en ¢l color de sus
esporas (Jollivet y Belin, 1993),

OAUTIRKO

ooucemo

O.PUNGENTE

i ———— Q MANCHEGD ===« Q.BRIE

FIGURA 21. Pcn\l de sabor, olor y resabio, obtenido en el ansiisis sansarial
antitativo. Reresablo, Osolor, Sssabor.

Q. PROCESADO

o
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=Resultados y Discusion—

Resumen de los resultados de las prucbas seasoriales, nivel de agrado y deseriptiva cusntitativa,

} afectua; queto modificado con extracto enzimdtico de P, caselcolum

LCRUEDA AFECTIVA: NIVEL DE AGRADO
PROMED}O: 7.184 n=100 DESVIACION ESTANDAR: 2.084 ACEPTACION: 71.84%
PRUEDA ANALITICA: ANALISIS DESCRIPTIVO CUANTITATIVO
ATBRIRUTQS ERQDUCTOS BRUEBA DE DUNCAN
COLOR Q. BRIE Q. MODIFICADO Q. MANCHEGO
AMARILLO L 11940 39880 45740
OLOR
PUNGENTE Lad 6460 3.994b 0.602¢
DIACETILO o 6873a 3.274b 1.240¢
BUTIRICO . 21360 29828 4.450b
SABOR
RANCIO b 70788 4.996b 1.776 ¢
LACTEO o 20162 26048 4.320b
GRASO NS 50708 4.667a 1874
MOHOSO o 67108 1.626 b 1.120b
TEXTURA
MASTICABLE hid 37179 5.507b 6890 b
FIRME b 28368 5.158b 7.834b
GRUMOSO *e 03848 34180 0.086a
UNTABLE . 6.172a 0.118b 0.016b
GRASOSA .. 4582a 15440 2821
HUMEDA bkl 21308 1.002b 0.6%0b
SARORES BASICOS
ACIDO . 40882 42702 3.192e
AMARGO o 5328 4684 29300
SALADO . 14440 41120 28642
RESABIO
RANCIO o 6.1568 43088 1.938b
GRASO b 46168 4.596 8 28140

a-b-¢ Diferentes letras deaotan que eniste difereacia significativa pare * p2 8.85 ** p2. 0]
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El papel de los dcidos grasos libres en la gencracion de sabor resultd evidente al
comparar los perfiles liberados de los tres quesos (Figura 22) que concordaron con los
perfiles de i idad de sabor obtenidos, La intensidad del sabor del queso manchego es
menor a la que se obtuvo en el queso modificado, asf como su concentracién de Acidos
grasos libres; mientras que en el queso bgie su intensidad de sabor y concentracidn de
dcidos grasos libres fueron similares al del procesado. También se realizo et andlisis
estadistico mediante la prueba t-Student para comparar los dcidos grasos de los diferentes
quesos en forma individual, y se observé que con excepcién del 4cido caproico y el
palmitico, en los demds dcidos existe diferencia significativa (ps0.01) entre los tipos de
queso, siendo el tipo manchego diferente del brie y procesado (Figura 22).
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FIGURA 22, Comparacion de los perfiles de écidos grasos de los quesos
utilizados an las prusbas sensoriales cuantitativas.
NSsNO exists diferencia significaliva entre los quesos.
** Existe diferencia significativa entre los quesos p<0.01,

Ademds, al comparar los perfiles de dcidos grasos de diferentes tipos de queso, tanto
madurados como frescos, se pudo confi 'que la i6n de los dcidos juegan un
papel importante en el sabor de los quesos, pues en los que tienen un sabor muy suave se
detectd una menor concentracion de éstos, mientras que, los que presentan un sabor mas
concentrado tuvicron una mayor cantidad de dcidos grasos (Figura 23), Furtado y
Wishnetsky (1984), observaron que una correlacion positiva, entre la generacién de AGL y
la intensidad del sabor, se presentaba en diferentes tipos de queso inoculandolos con
s de P. caselcol Pod decir que algo semecjante sucedié con el queso
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procesado, pues su concentracién de acidos grasos aumento alrededor de tres veces,
do con el h g0 que fue la materia prima, y su sabor también se intensifico.

A los diferentes perfiles de AGL de los diversos quesos que se analizaron, se les
reulizé un andlisis de varianza (ps0.05 y ps0.01), y se observé que existe diferencia
significativa entre ellos (Tabla 14), y por la prueba de LSD, se determiné que los quesos

bert, bric y p do, no eran diferentes entre si , pero estos tres si lo eran de los
demds (ps0.01) (Figura 23).

e M0 AGLI100 Queno

T =
|
000 !" .- - =
i
{ :
l.ou!' - “ .
+4 g
[ e -8
RN é
o ot :
I E
! £
-

’Ih.n. el

) e gl“ cie cay e c1n:

i a.camemberta Na.#des  Ha. Roquetonb7Q.Goudad = Q. Procesado s
fﬁnoqunonb Ba. raneiad  Ha cremad .o.cmaoh :[lo.ulm'ngob:

FIGURA 23. Comparacién del perfll de &ciios grasos libres de dlhronm
quesos comerciales, incluyendo 8l queso procasad:
a-b: Letras diferentes indican diferencia algnmc‘uvl ntre los
Quesos p<0.01
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TABLA 14
Anhlisis de varianza pars deferminar of existe difersacia significativa entre los
perfiles de dcidos grasos libres de difsreates tipos de quesos comerciales.

Variable GL. Suma de Promedio de F
Cuadrsdos Cuadrados
Diferentes quesos 9 6228936.68 692104.08 13,2666
Error 9% 19068664.17 211874.08
Total 25297600.86

99
*¢ Existe diferancia significativa entre los quesos p<D.01

Es importante sefialar que, en un mismo tipo de queso su contenido de AGL puede
variar, pues los valores de los quesos camembert y bric analizados en el presente trabajo
son mayores a los del queso procesado, mientras que algunos valores reportados por otros
autores en la literatura para estos mismos tipos de quesos fueron menores (Choisy er al,
1990; Woo et al, 1984). Por lo que se puede suponer, que ademds del contenido total de
dcidos grasos en un queso, es muy importante su balance o peifil que se tenga, pues este
balance de AGL si es semejante en los tres casos y como se pudo probar, el sabor del queso
procesado y el del brie son semejantes.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las condiciones de obtencién de! extracto enzimdtico fueron adecuadas pues se
obtuvo una actividad lipolitica suficiente para lograr la modificacién del sabor del queso
procesado.

Para obtener un mejor proceso de fusién en el queso es necesario agregar sales

fund y las mds ad das fueron la mezcla de sales comerciales (Joha C y Joha T de
Vigusa).
Las sales de fusion deben agregarse desde el inicio del calentamiento para obtener
] Itados en la elaboracién del queso y en la actividad lipolitica.

La temp de incorporacion del enzimético debe ser menor de 50°C,

porque por arriba de esta temperatura se pierde drdsticamente la actividad lipolitica.

P . frad.

La temperatura de incubacion con la que se en el

presente trabajo, fue de 29°C,

Un tiempo de incubacién de 4 dias es suficiente para modificar el perfil de dcidos
grasos libres y consecuentemente el sabor del queso } Icado, agregando un
mililitro de extracto enzimdtico con una actividad lipolitica de 108 Ul.

Se puede generar un producto con un sabor més intenso si se deja un mayor
tiempo de i pues la enzima sigue do, al menos hasta 7 dias.

fanit

1rnh 1ead

La lipasa de Penicillium | especificidad por los
dcidos grasos de cadena larga miristico, pulm(uco. estedrico y oleico, pero la mayor
especificidad es por ¢l dcido butirico, siendo de cadena corta. .

El extracto enzimético de Penicillium caseicolum sf actué sobre el queso
h como y en las condici de modificacién establecidas se generé un
producto con sabor diferente al empleado como materia prima.

5



El sabor y ¢l olor obtenidos fueron mds intensos, micntras que la textura y el color
fucron mds agradables, aunque el cambio, en estas Gltimas caracteristicas, no fué
estudisticamente sinificativo.

El sabor del producto modificado fué aceptado por consumidores estadisticamente
p ivos y el perfil obtenido por un andlisis descriptivo cuantitativo fué simitar al
queso comercial madurado brie.

Se recomienda cealizar una correlacién entre los métodos de determinacién del
fndice de acidez libre, en solucién acuosa y por extraccién de la fase grasa

También seria recomendable completar el estudio de los compuestos volétiles,
dos durante el p de modificacion del sabor del queso procesado,
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ANEXO 1

1.1. DETERMINACION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA

Existen diferentes métodos para medir Ia actividad lipolitica, entre fos que podemos
mencionar : espectrofotométricos (Versaw ef al, 1989, Smeltzer er al, 1992), variacion de
pH. sintesis de ésteres (Vorderwillbecke ef a/, 1992). De los mencionados anteriormente los
mas comilnmente usados son los que miden la variacion de pH, ya que son mas sencillos,
requicren menos tiempo y trabajo y proporcionan resultados confiables. El llamado pH-stat
(pH-constante) es muy utilizado, pero tiene el inconveniente de que se necesita un equipo
automatico para realizarse, ¢l cual no se tenia en ¢f laboratorio.

El método que se emple6 en ¢l presente trabajo fue e! de caida de pH, porque es
sencillo, ripido y confiable, pero principalmente porque se contaba con Ia experiencia, pues
el grupo de trabajo habia utilizado este método y la técnica estaba bien estabilizada
(Espinosa et al, 1990; Rivera et al, 1991).

La reproducibilidad de los resultados fue bastante buena, pues se obtuvo un
coeficiente de variacion de 0-1%, para las réplicas por triplicado, ademas se obtuvo Ia
ecuacion de a recta que relaciona !a disminucién de pH con respecto a la actividad lipolitica,
como se puede observar en la Figura 1, donde se obtuvo una comrelacién de 0.99386, Es
importante sefialar, que los resultados son vilidos para el intervalo de concentracién de
acido butirico de 0 a 218uM y utilizando como amortiguador Tris-maleatos 1.25mM, pues
bajo estas condiciones y en el intervalo mencionado, la curva de valoracion del iguad
Tris-maletos con cido butisico tiene un comportamiento lineal segun la validacién hecha
por Matute, (1992).

Se realizd también un andlisis de varianza de una via & Ias diferentes repeticiones calculadas,
y se determind que no existia diferencia significativa entre ellas (p<0.01) (Tabla 1).
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* Es ol promeda oo (res repkoes.
TABLA 1
Andlisi»de vanrl lineal dela i6n de pH del amortiguador
‘l'ru-dum 2.5;M por adicién de dcido butirico al 0.5%
pli F de pH No. valores(n) F
A 542 0.2281 17 0.0173INS
B sS4 02311 17
o LX) 0.24%4
NS= o existe diferescta significativa eatre lu ntplku
Parémetros Valores Desviaclén estindar
Ordenada al origen 6.1789 0.0256
Pendiente 0.0069 0.0002
Correlacién $.99386

. 0,081

70



~Anexos—

1.2, DETERMINACION DE PROTEINA EXTRACELULAR

La cumnﬁcncién de proteina se puede realizar por diferentes métodos, que pueden
ser: esp i quimicas medidas directamente, fijacién de colorantes
o marcas radioactivas (Delobette ef a/, 1991). Estos pueden tener ventajas o desventajas, de
acuerdo a las necesidades de investigacion que se tengan. Lo que se requeria en el presente
trabajo era un método sensible, répido y con buena reproducibilidad y los requisitos
anteriores se obtuvieron al utilizar ¢l método propuesto por Bradford, (1976). Este método
implica Ia union det colorante Azul de Comassie G-250 (Bio-Rad) a ia proteina, que provoca
un cambio en ¢l méximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm, y en esta ultima
longitud de onda se monitorea. Tiene Ia ventaja que es mas sensible y mucho mas ripido que
¢l propuesto por Lowry et al, (1954) y que es ampliamente usado. Ademds la reaccion del
colorante con la proteina es muy estable, lo que ayuda & evitar el problema que se presenta
al medir una gran cantidad de muestras.

Existen reportes de que con este método se tiene interferencia con algunos
compuestos, entre ellos ¢l EDTA, SDS, Tween-80 (Sedmak y Grossberg, 1977) y de que
existe variabilidad en cuanto a su sensibilidad a diferentes proteinas (Pierce y Suelter, 1977,
Van Kley y Hale, 1977). En las condiciones de trabajo no se tuvo problema, ya que no se
utilizé ningin compuesto de {os antes ionados y la reproducibilidad que se obtuvo fue
buena, como se puede observar en la (Figura 2), ya que el coeficiente de variacion para las
réplicas por triplicado fue de 0-6%, lo que nos indica que son confiables los resultados que
se obtuvieron. La ecuacién de una recta relaciona Ia idad de protelna en pg/ml con
absorbancia. Ademas se realizé un andlisis de varianza de una via, para las determinacionies
de la curva patrén, y se observd que no existia diferencia significativa entre las réplicas,
(Tabla 2).

n



~Anexos-

[} 10 0 k] 40 50 [ 70 L3 90 100
QOS1HALBUIMINA}#0 0403 p Albdimina

PROM ExPERMENTAL: S| 0 |0.09 0.I19‘r.163 0,335 (0,364 | 0,456 (0,481 | 0,52)

OEFICIENTE DE VARIACION 0 {276 [ .44 | 4,89 | 098 | 2.5 | 196 ) 0,55 | 1,08 | 2,41 | 3.08
REGRESIONLINEAL 0,048 | 0,109 [0.172 |0,232 | 0.204 [ 0,353 | 0.416 | 0.478 [0.839 | 0.
FIGURA 2.  Curva estdndat de albimina para la determinacién

de gmlolnl extracelular por el método de Bradford
* Promedio de tres réplicas

n

TABLA 2
Anidlisls de varianza y regresiéa lineal de la curva patrén para is determinacién
de proteina por ¢l método de Bradford,
Réplicas WJFromedlo de Varianza No, valores(o) F
Absorbancia
A 0.38% 0.0433 u 0,00313NS
B 0152 0.0420 1
[ 0.383 0.0419 1
NS= no exlste diferencia significativa eatre las réplicas -
Parimetros Valores Desviacién estdndar
Ordenada al origes 0.00088 0.0067
Pendieate 098734 0.0162
Correlacién 0.49879 0.0107
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ANEXO2

2.1, CUESTIONARIO DE LA PRUEBA DE NIVEL DE AGRADO

CUESTIONARIO QUESO

NOMBRE: FECHA:

INSTRUCCIONES:  Por favor, pruebe el queso e indique con una X en la escala, e}
lugar que describa mejor su agrado. En el espacio de abajo,
explique brevemente porqué tomo esa decisién.

ESCALA
DISGUSTA ES GUSTA
MUCHO INDIFERENTE MUCHO
-3 o s

POR QUE?,

3
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2.2, LISTA DE DESCRIPTORES DE ACEPTACION DEL QUESO
- PROCESADO DE SABOR MODIFICADO EMITIDOS POR
CONSUMIDORES

DESCRIPTORES FRECUENCIA
Sabor fuerte, muy deido 7
Sabor poco fucrte
Sabor no estd salado
Sabor suave
Sabor a queso manchego
Sabor a queso holandes
Sabor a queso amarillo
Sabor moderadamente fuerte
Buena consistencia
No es amargo
Sabor diferente a lo que he probado
Sabor fresco
Otlor poco furte
Sabor cremoso
Sabor no picante
Poco afiejo
Sabor mds o menos delicado
Sabor acidulado
Sabor amargo
Olor ligeramente picante
Duro por ser madurado
Sabor a queso cuajade
no deja resabio desagradable
Consistencia no tigida
Sabor a leche nido
Sabor a mantequilla
Textura de queso fresco

- e e i e e NN W W W W W WA WA
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2.3. LISTA DE DESCRIPTORES DE RECHAZO DEL QUESO
PROCESADO DE SABOR MODIFICADO EMITIDOS POR
CONSUMIDORES

DESCRIPTORES FRECUENCIA

S

Sabor grasoso

Un poco salado

Consistencia no muy agradable
Textura granulosa

Scco

caracteristicas terrosas
Consistencia poco compactada
Muy salado

Poco duro

Sabor 4cido

Sabor y apariencia a mantequills
Apariencia mala

Mala presentacién

Falta intensidad de sabor

Un poco agrio

Olor raro

Sabor y apariencia a jabdn
Consistencia harinosa

Debe ser mds fuerte

Afcjado

Astringente

Poco amargo

No pucde untarse

Poco cmpalagoso

Color intenso

Falta suavidad
Olor muy fucrie

- e tm e e NN NN W RS MR 3 W O
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ANEXO3
CUANTITATIVO

NOMBRE: FECHA:
CLAVE:

INSTRUCCIONES: Por favor prueba la muestra y responde las preguntas en secuencia,
marca con una linea vertical sobre Ia linea horizontal, en el punto que mejor describa la
propiedad en la muestra.

La escala es de cero a diez de izquierda a derechs.

COLOR
AMARILLO

PUNGENTE
DIACETILO
BUTIRICO

SABOR
RANCIO
LACTEO
GRASO
MOHOSO

TEXTURA
MASTICABLE
FIRME
GRUMOSA
UNTABLE
GRASOSA
HUMEDA

ACIDO .
AMARGO
SALADO

RANCIO
GRASO

6



~Anexos-—

3.2, ALGUNOS DE LOS DESCRIPTORES GENERADOS POR LOS
JUECES EN EL ENTRENAMIENTO

QUESO MODIFICADO 15-MARZO-94

TEXTURA SABOR OLOR COLOR

Duro Acido Picante Amarillo intenso

Amarillento Salado Fuertea Q. Amarillo
madurado cremoso

Seco Rancio Rancio Amarillo

Brilloso

Harinoso Q. madurado Muy butirico

Fraccionable Resabio grasoso  Como cetonas

Grumosa Resabio amargo  Como aldehidos

No homogenea  Poco plistico

Humeda Resabio dcido

Poco suave Picor

No untable A Q. manchego

Pastoso

Grasosos

De Q. madurado

QUESO MODIFICADO 17-MARZO-9%4

TEXTURA SABOR OLOR COLOR

Duro Lacteo Rancio Amarillo intenso

Firme Graso Ligero a Lkcteo  Amarillo opaco

Seco Ligero écido Intensoa Q. Amarillo

Arenoso Salado Rancio Amarillo claro

Fraccionable ‘Resabio écido  Diacetilo

Grumosa Poco rancio

Desmoronable  Pcomo jabén

Poco humeds  Acdo

Opaca Amargo

Homogenes

Masticable
Fracturable
No untable

”
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3.3. DISCUSION DE LOS DESCRIPTORES Y DEFINICIONES CON
LOS JUECES

COLOR

1. AMARILLO.- Color que se detecta en un muestrario de pinturas con diferentes tonos de
amarillo

OLOR

1. PUNGENTE.- Sensacion de irritacién en la nariz.

2, DIACETILO.- Olor que se percibe en un queso con hongos.
3, BUTIRICO.- Como a mantequilla.

SABOR

1, RANCIO.- Como aceite oxidado.

2, LACTEO.- Como Ia leche fresca.

3. GRASO.- Como aceite (en buenas condiciones).

4, MOHOSO.- Combinacién de humedad y tierra,

IEXTURA

1. MASTICABLE.- Resistencia a desmenusarse o fragmentarse en la boca (con los dientes).
2. FIRME .- Fuerza is para fr o fraccionar (relacionsdo con dureza y
desmoronable).

3. GRUMOSO.- Asociacion de particulas apreciadas a simple vista y que forman una misma
estructura,

4, UNTABLE.- Facilidad de desplazarse y adherirse a una superficie (no se va a considerar
en la boca).

5. GRASOSA.- Sensacion que te deja ¢l aceite en la boca.

8. HUMEDA. - En funcitn de su contenido de agua.

SABORES BASICOS

1. ACIDO.- Sensacion que se percibe en |a parte lateral, de atras de la lengua,

2. SALADO.- Sensacion que se percibe en ta parto Iateral delantera de la lengua.

3. AMARGO.- Sensacion que se percibe en la parte central, de atras de la lengua.
RESABIO

1. GRASO.- Sensacion que se siente como una pelicula o capa de aceite (en buenas
condiciones) en 1a boca, despues de comer algo muy grasoso.

2. RANCIO.- Sensacion en la parte posterior de Ia lengua y en la garganta como aceite,
después de comer algo grasoso .

kL
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3.4. LISTA DE QUESOS UTILIZADOS EN ENTRENAMIENTO DE
JUECES PARA LA PRUEBA DE ANALISIS DESCRIPTIVO

CUANTITATIVO
NOMBRE DEL QUESO MARCA
Manchego Caperucita
Bric President
Gouda Campifia
Roqueforti Bleu D'Auvergne
Cottage Los volcancs
Requeson Bonanza
Procesado Sanens
Crema Chambourcy

Pancla Nochebuena
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