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Introduccion

1. INTRODUCCION.

En un principio la elaboracién de quesos era una labor doméstica realizada con el
fin de preservar la excelente calidad nutricional de la leche en una forma segura en la que
el tiempo en el cual el queso producia su sabor y aroma caracteristico no era de
importancia, comparado con su vida de anagquel como alimento. Hoy en dia la produccian
de quesos es un proceso de gran inversion de capital, en €l cual uno de los objetivos es

satisfacer las expectativas sensoriales del consumidor,

La liberacién de &cidos grasos de los triacilgliceroles de la leche durante la
maduracion de los quesos tiene un papel importante en el case de los quesos duros (tipo
italiano), los madurados (Cheddar, Manchego) y de los quesos de pasta azul ya que los
aromas y sabores generados por ellos o por sus productos metabélicos son una parte
faciimente identificable del perfil de sabor de los mismos. Es comdn que a este tipo de
quesos se le adicionen [ipasas exégenas para asegurar altos niveles de lipdlisis. Sin
embargo, el uso de las mismas para la aceleracion de la maduracidon de los quesos aun
tiene muchas consecuencias que se deben de resolver antes de poder aplicaro

eficazmente a nivel comerciai, entre otras, gran pérdida de enzima en el suero.

En el Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM, se ha trabajado en los dlitimos afios en la seleccion de microorganismos con altas
actividades lipoliticas, y en su mejoramiento tanto genético como de sus medios de cultivo.
Para el presente trabajo se decidid trabajar con Penicillium caseicoium, pues se ha
estudiado que su actividad lipolitica es mayor a {a de otros microorganismos, como
Geotrichum candidum, Mucor miehei, Penicillium camemberti y otros del género Penicillium
y solo semejante a Rhizopus delemar, aunque este Ultimo microorganismo tiene, ademas,

una gran actividad protealitica, la cual podria ser perjudicial para el proceso de maduracidn
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al generar problemas ¢on el manejo del extracto enzimatico, producir sabores indeseables
y afectar la textura del producto. Las condiciones de obtencion del extracto enzimatico de
Penicillium caseicolum por fermentacién sumergida estan establecidas por el grupo de
trabajo, pues se facilita el manejo del extracto enzimdtico en comparacién con una
fermentacién en estado sdlido. También se cuenta con un medic de cultivo mejorado para
Penicilfium caseicolum, en donde se probaron diferentes fuentes de carbono y nitrégeno,
elementos traza, inductores, etc. para la maxima produccién de lipasa y minima produccion
de proteasas (Cuervo 1995).

La actividad de |a lipasa producida por Penicillium caseicolum es mas especifica
hacia los acidos grasos de cadena corta {acido butirico), y estos dlftimos son en parte los
responsables del aroma y sabor caracteristico de los quesos tipo Cheddar {Manchego),
es decir tienen una alta nota butirica y un periodo de maduracién prolongado, es por ésto
que se decidid realizar para el presente experimento un queso tipo Cheddar. En trabajos
experimentales previos dentro del area de trabajo {Martinez 1995) se habla utilizado un
queso tipo Manchego comercial para obtener un producto lactec modificado con un
extracto enzimético lipolitico, con el que se obtuvieron buenos resultados sensoriales.

Se decidié comparar dicha enzima fungal con una enzima comercial de origen
animal (Christian Hansen, Lipase di Capretto), en cuanto a las notas sensoriales
obtenidas en el queso asi como en sus perfiles de acidos grasos.

Como se sefiald anteriormente, al utilizar enzimas para la aceleracién de la
maduracion de quesos se ha observado que ocurre un gran pérdida de enzimas debido a
que, por ser hidrolasas, se retienen en su mayor parte en la porcion acuosa, es decir el
suero, y en muy poca proporcién en la cuajada. La tecnologia de los liposomas ofrece
grandes ventajas para resolver este problema por lo cual en este trabajo se intenta utilizar
un sistema modelo de atrapamiento en estas estructuras para enzimas lipoliticas y

evaluar su aplicacion en la elaboracién de quesos madurades.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 GENERALIDADES DE MADURACION DE QUESOS.

La maduracién de los quesos puede ser definida como [a transformacién lenta y
paulatina de las grasas, proteinas y carbohidratos, mediada principalmente por las

bacterias iniciadoras y ia flora secundaria que se afiaden deliberadamente a la leche.

Existen alrededor de 400 variedades de quesos madurados. Sin embargo muchos
de éstos simplemente difieren en tamafio, forma, envase y nombre; por lo tanto dicha lista
es mas logica si se agrupan de acuerdo a su contenido de humedad y su flora
secundana. Los quesos con alto contenido de humedad (50-80%) son denominados
suaves, algunos se consumen frescos (Ej. el queso Cottage), y otros desarrollan una flora
de hongos y levaduras sobre la superficie (Ej. e queso Brie). Los quesos semiduros y
semisuaves tienen humedades entre 45 y 50% e incluyen variedades como el queso

Edam o el Manchego.

Aunque los mecanismos por los cuales se lleva a cabo la maduracién aun no se
conocen con claridad, es generalmente aceptado gue la gama de sabores y olores en un
queso refleja la diversidad de las condiciones fisicoquimicas (debido a las diferencias en
los métodos de salado, niveles de humedad, temperaturas de maduracion y pH del

queso.) ¥ bioquimicas y propiedades enzimaticas de |a flora secundaria { Law, 1984 ).

Los principales componentes de la leche realmente contribuyen muy poco en el
perfil del sabor final del queso, son las modificaciones derivadas de las reacciones
subsecuentes que suceden durante la lenta etapa de maduracién las que dan el efecto

significativo. Un gran nimero de ésteres se forman durante la maduracion, ademéas de
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derivados del butanol, propanol, acroleinas, dicetonas, ademds de varios componentes
azufrados. La mayoria de estos compuestos voldtiles se sintetizan después de dos

meses de maduracidn {Collin, 1993).

Por lo tanto tas notas de ios sabores y olores estan dadas en gran medida
por los acidos grasos y sus principales derivados como las metil cetonas. Las
metilcetonas que son formadas a partir de los cidos grasos por una oxidacion parcial via

la B-oxidacidn de los acidos grasos (Figura 1).

TRIACILGLICEROLES DE LA LECHE
LECHE
alipasa
ACIDDS GRASOS
&B-oxldaclén
OX0-ACIL CoA
guohldmlasa

B-CETO ACIDO

Vat!ut:arl:u:mllau

METIL CETONAS (Cn-1)

FIGURA 1.- Degradacién de los lipidos durante la maduracién de los quesos
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Es necesario para la industria quesera un conocimiento fundamental scbre los
cambios microbiolégicos y bioquimicos que ocurren durante la maduracién de los quesos
si es que ésta desea seguir manteniendo las caracteristicas tradicionales de los quesos
asi como sus esténdares, en mira de las nuevas tecnologias de proceso, cuyo principal

objetive es el de la productividad.

2.2 GENERALIDADES DE METODOS DE ACELERACION EN LA MADURACION DE
QUESOS.

Cada afio son procesados un milldn de toneladas del queso tipo Cheddar en EUA,
La mayoria de estos quesos son madurados durante 3 a 9 meses o mds, para lograr
desarrollar los sabores, olores y consistencia deseada. Los costos de maduracién
incrementan significativamente el costo del queso ya que derivan principalmente del
almacenamiento en refrigeracion y humedades controladas asi como de la inversion
monetaria que cubre el valor del material que se mantiene en el inventario. La
maduracion acelerada de quesos tiene el potencial de ahorrar a la industria cientos de
millones de déblares al afio, y por lo tanto su estudio ha side de gran interés (Arbige et al,
1984)
Una amplia variedad de meétodos han sido propuestos para reducir el tiempo de
maduraci6n de quesos los que han sido revisados y discutidos per un boletin comisionado
por la IDF ( International Dairy Federation ) (Law 1978). El método mas estudiado es el
de adicion de enzimas. Otros métodos, como la forma del queso, contenido de humedad
y de sal tambien han sido estudiados (Furtado 1984).

Se han aplicado diversos tratamientos para la aceleracién en la maduracién de
quesos bajos en grasa, principalmente incremento de 10-11 C en la temperatura de
maduracién y la adicion de enzimas proteoliticas y lipoliticas a partir de Aspergifius

oryzae. Se encontré que al elevar la temperatura se incrementaba la protedlisis y la
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formacion de cristales en la superfice ¢ clores indesables a partir del segundo mes de
maduracion. Al utilizar enzimas excgenas se incrementan significativamente los niveles
de lipdlisis y de protedlisis, sin embarge debido a la mala homogeneidad de las enzimas,
estos presentan rancidez a partir del tercer mes de maduracién (Brandsma 1994).

La adicién de enzimas permite una accion mas selectiva para la aceleracion. Ciertas
enzimas comerciales pueden ser utilizadas (Law et al, 1984). La utilizacion de proteasa
neutra y de lipasa permite acelerar la maduracidn del queso Cheddar (Arbige et al, 1984,
Kwak 1990). Un gran numero de enzimas tienen aplicaciones potenciales en el area
tecnologica de productos lacteos, sin embargo, la mayoria, no se encuentran
comercialmente disponibles {Fox, 1993). Solamente el cinco porciento de las actividades

de la industria de ta Biotecnologia se realiza en el area de alimentos, Fig. 1A

46%

QOtros

#l Madio Ambionte
gAlimentos

O Agricuitura

W Medicina

FIGURA 1A.- Principales areas de desarrolto de 716 industrias de Blotecnologia en
Europa. Sus actividades varian desde el desarrolic de medicinas, pruebas
de diagndstico hasta elaboracién de quescs vegetarianos.

{Fuente, Aldridge, 1987)

Existe un gran nimero de patentes (Tabla 1) referentes al uso de lipasas para
generar sabores, y dichos ingredientes lacteos modificados enziméaticamente pueden ser
utilizados en un rango muy amplio de alimentos para impartir sabor, por ejemplo, en el
area de confiteria y panaderia, en harina para hotcakes y pasteles, sustitutos de crema,

dips, aderezos, aceites, margarinas, etc. (Hagedron 1994, Dziezak 1988).
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La estrategia tradicional para acelerar la maduracion de quesos ha sido el utilizar
enzimas como peplidasas, proteasas, y lipasas. Sin embargo en estos estudios se ha
encontrado que la adicion de enzimas libres a la leche o queso genera una serie de

reacciones bioquimicas incontrotables.

Los problemas asociados con esta techologia son los de no poder obtener una
distribucién homogénea de las enzimas en el codgulo de 1a leche. La adicién en la leche
provoca pérdidas importantes de las enzimas en el suero, para las proteasas puede haber
actividad precoz reduciendo los rendimientos. Las lipasas provocan liberacion de acidos
grasos en el suero que lo vuelven inutilizable para ciertas aplicaciones en alimentos. La
adicién directa sobre el coigulo es compatible con cientas tecnologias (Cheddar,
Chihuahua) pero puede haber problemas de homogeneidad a causa de |a baja difusividad

de las enzimas (Garcia Garibay et al 1993).

Una posibitidad para estas aplicaciones es utilizar enzimas micreencapsuladas. La
adicién de enzimas encapsuladas en liposomas o bacterias lacticas modificadas
genéticamente han demostrado algunas ventajas definitivas {El Soda, 1991). Los
liposomas formados a partir de fosfolipidos son mas apropiados para la maduracion de
quesos, ya que dichos compuestos pueden ser degradados en el queso para permitir la

liberacion de la enzima (Law 1984).

En los ultimos afios los liposomas se han utitizado principalmente como medios
para atrapar enzimas y acelerar el procesc de maduracién en quesos, asi como también
encapsulando #-galactosidasa para la hidrdlisis de la lactosa en la leche, y aspectos
nutricionales, como la fortificacién de 1a leche de soya con calcio atrapado en liposomas.

{Leman 1994, Hirotsuka et al 1984, Picon 1994).
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El estudic del uso de enzimas encapsuladas en liposomas para el aceleramiento
en la maduracion de productos lacteos, se ha dado principalmente al uso de proteasas,
ya que en realidad se ha hecho poca investigacién dedicada al papel de fas lipasas en la

maduracién de los quesos (Law 1984, Habibi-Najafi 1996).

2.3 GENERALIDADES DE LIPASAS

Las lipasas son enzimas que hidrolizan la unién éster de los triacilgliceroles, en
una interfase aceitefagua. Este tipo de enzimas se encuentran ampliamente distribuidas
en las plantas, animales o microorganismos. Existen cuatro tipos de especifidad
asociados a las lipasas. Estas son de especifidad hacia el acilglicerol, posicionales hacia
los acidos grasos y las estereoespecificas. La especificidad hacia el acilglicerol es
caracterizado por una hidrélisis preferencial hacia los triacilgliceroles de bajo peso
molecular. La especificidad posicional se refiere a hidrolizar solamente el enlace éster del
acido graso en la posicién 1 6 2. No se ha reportado a la fecha una lipasa que hidralice

solamente el enlace estérico secundario de un triacilglicero! (Figura 2).

1,2 Diacilglicerol
Triacilglicerol 2-Monoacilglicerol
/

2,3 Diacilglicerol

Figura 2. Especifidad de las lipasas sobre los triacilgliceroles.

La especificidad hacia los &cidos grasos ocurre cuando un tipo de &cido graso es
hidrolizado mas rapidamente que otro tipo, unido en la misma posicion y en moléculas de
triacilgliceroles parecidas, Por ejemplo, la especificidad que presenta Geotrichum

candidum por el cido oléico { Fenemma 1990).
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En comparacién con las proteasas y carbohidratasas, las lipasas han tenido poca
importancia dentro de! contexto industrial. Esto en parte es debido al hecho de que se
han identificado pocas areas de aplicacién y su produccion y rendimiento industrial ha
sido techolégicamente dificil. Sin embargo, esta situaciéon ha cambiade pues se han
encontrado areas de aplicacion como a oleoquimica, la sintesis organica, formulacion de

detergentes, y en el area de productos lacteos { Fogarty et al 1984 ).

2.3.1 GENERALIDADES DE LA LIPASA DE Penicillium caseicolum.

Las principales razones para utilizar microorganismos como fuentes de enzimas,
sobre los organismos macroscopicos son las siguientes: son facilmente manipulables, se
requiere relativamente poco espacio para su cultivo, pueden optimizarse los medios de
cultivo y aumentar la produccion de metabolitos, obtencidén de producto en menor tiempo,
ya que tienen ciclos de vida mucho mas cortos, se puede mejorar la produccién por
ingenieria genélica o mutagénesis, su extraccion es mas sencilla y requiere menos
tiempo, pueden sobreproducir enzimas mediante &l incremento del nimero de genes que
codifican para su sintesis, las fermentaciones enzimaticas a gran escala son econdmicas

debido a su corta duracién y medios de cultive econdmicos {Klibanov, 1988).

Penicillium caseicolum y Penicillium camemberti son los dos hongos comunmente
empleados para la manufactura de queso Camembert, Brie y otros quesos madurados.
P. caseicolum presenta una especificidad hacia los acidos grasos de menor peso

molecular (Alhir et al, 1990).
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Ademas de ser unos excelentes productores de enzimas lipoliticas, son
considerados come importantes catalizadores en la generacién de sabores suaves y
acremados {principaimente producidos por metilcetonas, esteres, alcoholes primarios y
secundarios y compuesltos azufrados), ademas, presentan baja actividad proteolitica en
cultivos sumergidos (la protedlisis es causante de sabores amargos); se ha estudiado y
establecido un medio de cultivo para mejorar el rendimiento de enzimas lipoliticas a partir

de P.casaeicolum (Cuervo, 1995).

2.4 GENERALIDADES DE LIPOSOMAS

La industria de los cosméticos introdujo por primera vez a los liposomas dentro de
sus formulaciones como acarreadores de compuesios para evitar el envejecimiento de la
piel y desde entonces surgié un gran interés de utilizar los beneficios de los liposomas en

otras aplicaciones.

La industria de los cosméticos es un consumidor comercial importante de los
liposomas, y una gran cantidad de cremas y lociones en el mercado los contienen. El
lipido por si mismo es un agente activo para propsitos cosméticos y, por lo tanto, se
pueden manufacturar liposomas sin ningun material encapsulado, ya que la bicapa de los
liposomas penetra mas facimente a la piel que suavizantes convencionales. Los
liposomas pueden encapsular diferentes agentes cosméticos, come pueden ser

humectantes, bloqueadores de sol, lociones, shampoo, etc ( Egbaria y Weiner, 1991).

El nombre de "liposoma® se deriva de dos raices griegas, “lipo”. grasa y “soma”.
estructura, lo cual significa que son vesiculas huecas rodeadas de una capa de grasa que
encapsula una fase acuosa. Generalmente los fosfolipidos o esfingolipidos de alguna

fuante natural forman la pared externa de los liposomas. Estas estructuras mimetizan la
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membrana de una célula de cualquier ser vivienle y de hecho han side utilizados como

medelos de membranas por los bidlogos celulares (Arnaud 1993 ).

Los lippsomas han sido encontrados dentro de antiguos meteoritos, y diversos
investigadores creen que los liposomas estuvieron presentes en la tierra primitiva, es
decir hace 4 billones de afios. Por lo tanto se cree que los liposomas pudieron haber sido
las protocélulas, de donde emergi® la vida modema. Entre otros estudios se ha
demostrado que dentro de un liposoma se puede llevar a cabo la reaccién en cadena de

la polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction) ( Aldhous,1995) (Figura 3).

FIGURA 3.- Corte transversal do un liposoma. { Fuente: Arnaud 1993}

La principal propiedad de los liposomas radica en su capacidad para encapsular
tanto compuestos polares como no peolares. Este proceso ha sido descrito como una
forma de microencapsulacién, Se ha considerado que podrian tener ﬁn usc importante
en la industria de alimentos, pues varios ingredientes, diferentes a los utilizados dentro de
la industria de cosméticos, pueden ser encapsulados, tales como: sabores, colorantes,

enzimas, etc., con el fin de modificar las propiedades fisicas, para mejorar la estabilidad ¢
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para controlar los tiempos de reaccién. Se han utilizado para encapsular aminoacidos,
con el fin de acelerar las reacciones de obscurecimiento de Maillard, pues el mismo

fosfolipido del liposoma promueve dicha reaccion (Haynes 1992).

2.4.1 ESTRUCTURA DE LOS LIPOSOMAS

La formacién de los liposomas se debe a la propiedad de ciertas moléculas
anfipaticas de formar agregados en un medio acuosc. Estas moléculas estan constituidas
por regiones polares y no polares que componen la cabeza hidrofilica y cola hidrofébica,

respectivamente, de los surfactantes (Figura 4).

Porcion hidrofilica Porcién hidrofdbica

FIGURA 4.- Representacién esquemitica de una molécula anfipatica.
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Las partes hidrofébicas, a niveles arriba de cierta concentracidn critica de agua
tienden a formar estructuras con mayor estabilidad en donde las partes hidrofébicas tiene
mimino contacto con el agua. Dependiendo de la naturaleza del compuesto anfipatico, se

pueden formar diversos agregados, estructuras iaminares o no laminares (Figura 5),

%H20

FIGURA §; Estructuras laminares y no laminares ( Fuente : Arnaud 1995)

Los fosfolipidos, debido a la presencia de sus colas hidrofébicas {cadenas largas
de Acidos grasos), no forman micelas arriba de cieta concentracién limite.
Preferentemente estos se organizan a si mismos como bicapas:. las cadenas de acidos
grasos frente a si mismos forman una capa hidrofbica y las cabezas hidrofilicas
interactian con el medio acuoso. Esto probablemente se deba a que las dobles cadenas
de acidos grasos de los fosfolipidos le dan una forma tubular a la molécula, lo cual la
hace mas adecuada para fa agregacién en bicapa que a los detergentes que, con una

sola cadena de 4cido graso, encajan mejor en una estructura micelar esférica.
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En bajas concentraciones de agua estas bicapas apiladas se dividen en
fragmentos mas pequefos que a su vez se rearreglan para formar vesiculas cerradas
mas estables, es decir, los liposomas. Su tamaiio varia de 20 nandmetros a micrémetros
y son clasificados en 4 principales categorias dependiendo de su tamafio y nimero de

laminacicnes,

-SUV: Vesiculas unilaminares pequefios  (15-25 nm)
-LUV: Veslculas unilaminares grandes.  {150-500 nm)
-MLV: Veslculas multilaminares. {100-1000 nm)

-OLV: Vesiculas oligo-laminares. {100-1000 nm)

Los SUV's, como su nombre lo indica, son los liposomas mas pequefios que se
pueden obtener. Consecuentemente, su poblacidn es relativamente homogénea en
terminos de tamano. Cada vesicula esta constituida por una sola capa. Entonces, el
volumen atrapado varia conforme el cubo de su radio. Como la membrana exterior tiene
cierto grosor (alrededor de 4 Angstroms) su volumen acuoso es reducido cuando los
vesiculas son mas pequefios, llevando por lo tanto a una eficiencia de atrapamiento
pobre. Mas atn, la presencia de una sola capa los hace permeables a ciertas moléculas
solubles en agua. Sin embargo, éstos son de gran interés en el area médica, pues los
liposomas pequefios pueden pasar a través del higado o son menos detectados por los

macréfagos en el torrente sanguineo con ¢f fin de acarrerar medicamentos.

Las LUV's tienen solamente una membrana exterior pero son capaces de
encapsular grandes cantidades de fase acuosa. Sin embargo su debilidad mecanica
puede facilmente llevar a la ruptura de la membrana y a la pérdida del contenido. La

retencion de compuestos solubles en agua es baja.
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Las MLV's generalmente incluyen una variedad mas amplia de los tamarios de
particulas y tienen hasta mas de cinco laminaciones. Cemo sus anillos concéntricos son
degradados lentamente, éstos liberan sus contenidos gradualmente. Debido a su mayor
nimero de laminaciones, se logra una mejor retencion de moléculas solubles en agua, sin
embargo el volumen atrapado es menor que con los LUV's, ya que la cantidad de

fosfolipidos requerida para formar bicapas miiltiples es mayor.

Los liposomas oligolaminares son generalmente menores que los MLV's y tienen
menos laminaciones, Estos combinan un volumen de encapsulacién grande y una
capacidad de retencion alta, lo cual les da un interés muy particular en la

microencapsulacion ( Arnaud 1993 ).

2.4.2 COMPOSICION DE LOS LIPOSOMAS

Las moléculas naturales mas comunes que puedan formar estructuras laminares
son los fosfolipidos. Pertencen a los lipidos polares (sustancias grasas insolubles en
acetona ) y contienen fésforo en su estructura. Por su estructura, se clasifican como
glicerofosfolipidos {grupo del glicercl) y como esfingolipidos (grupo esfingosil). Todos los
glicerofosfolipidos se derivan del glicerol-3-fosfato y por lo tanto tiene la siguiente

estructura basica;
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FIGURA §.- diacll-glicero-3-fosfato.
*X™ e “¥" son generalmente Acidos grasos que pueden variar en largo de la cadena
y grado de insaturacién, dependiendo de su origen, pero son raramente de la misma

estructura quimica.(Tabla 1).

TABLA 2
Acido Graso Lecitina de Soya Lacitina ¢e Cacahuate Leciting de Huevo
Acido Palmitico 18.4 7 377
Acido Estedrice 49 2 8.2
Acido Qidico 07 38-41 320
Acido Linoléico §8.0 17-18 17
Acida Linolénico 6.8 e o
Acido Araguidico P 20-22 —
Acide Araguidéntco — —_ &

Composicién porcentual de cides grasos de algunas lecitinas
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Los glicerofosfolipidos difieren entre si dependiendo de la naturaleza de el alcchol
“2" esterificado a el fosfato (excepto para el dcido fosfatidico en donde “Z" es un atomo
de hidrégeno.) Este alcohol puede ser un amino-alcohol (Ejemplo:; Colina, Etanolamina),
un alcohol poiivalente { Ejemplo: Inositol, Glicercl.) o inclusive un &cido hidroxiaminico

(Ejemplo: Serina).

E! esfingotipido mas comun y mejor conocide es la esfingomieiina, la cual
solamente se encuentra en organismos animales. Estos consisten de una molécula de

ceramida, acido fosférico y colina (Figura 7).

Q
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FIGURA 7.- Estructura de la esfingomielina

Los fosfolipidos son parte estructural importanie de todas las membranas
bioldgicas y éstas se encuentran en todos los animales, plantas y microorganismos. Hoy
en dia ia principal fuente vegetal es el frijol de soya, seguido del girasol. La principal o
unica fuente de lecitina de origen animal es la yema de huevo, sin embargo los
microorganismos son de una importancia considerable pues en un future la produccién de
fosfolipidos e inclusive la composiciéon de los acidos grasos podrdn ser controlados

mediante modificaciones a medios de cultive o seleccién de cepas.

La fosfatidilcolina (PC), a partir de huevo o soya es el material ideal para elaborar
lipcsomas. De hecho, el tipo de estructura geométrica es determinada por el tamafio
relativo de las cabezas polares y !as colas no polares. La PC con una parte hidrofilica y

otra hidrofébica de igual tamaiio tiende a formar bicapas que pueden cerrarse entre si
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para formar liposomas. Mas aun, la PC puede ser producida facilmente en gran escala a

un precio competitivo en comparacion con otros esfingolipidos (Lucas Meyer 1891).

Otros fosfolipidos que no forman vesiculas por si mismos pueden ser adicionados
para modificar la carga neta de los vesiculas. La fosfatidilserina, el fosfatidilglicerol, el
fosfatidilinositol y el acido fosfatidico promueven la repulsion electrostatica, previniende

asi agregacion o fusién entre si.

Los esteroles son componentes importantes de las membranas naturales. Por lo
tanto la incorporacion de colesterol en la pared del! liposoma les permite tener
propiedades similares a las de las membrabas celulares, en particular mayor estabilidad.
El colesterol es incorporade entre las moléculas del fosfolipido. La pared por lo tanto es
mas gruesa, ya gue el colestercl permite un mayor espacic para que los grupos acil no

polares se extiendan.

Los fosfolipidos y el colesterol actualmente utilizados para el estudio de los
liposomas en el queso no provienen de !a leche. Sin embarge ambos son componentes
naturales de la leche y puden ser consideradas GRAS { New 1990 ) y seria interesante
investigar si es posible aislados para la elaboracién de liposomas (Skeie 1994). La
adicién de colasterol a la leche puede ser criticada, sin embargo en realidad solamente se
le estd adicionando menos del 1% del colesterol total normalmente encontrado en la
leche, lo cual es insignificante desde el punto de vista nutricional (Kirby et al. 1987). El
colesterol incrementa la rigidez y reduce la permeabilidad de las bicapas. La composicién
de los 4cidos grasos en los fosfolipidos afecta considerablemente las propiedades de
membrana de los liposomas. Los liposomas formados con fosfelipidos que contienen
acidos grasos insaturados estan principalmente en el estado cristal-liquido a temperatura

ambiente, mientras que los liposomas formados con Acidos grasos saturados tienden a
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formar membranas en estado gel. Esto resuita en bicapas mas rigidas con mejores

propiedades de retencion.

Sin embargo, debido a que la formacién de liposomas solamente ocurre en el
estado cristal liquido, la mezcla de fosfolipidos saturados debe ser calentada hasta la
temperatura de ftransicién antes de la conversidén a liposomas. Generalmente estos
fosfolipidos saturados son obtenidos mediante la hidrogenacién de lecitina poliinsaturada
de soya. Adicionalmente a su mayor capacidad de retencion, estos fosfolipidos son
resistentes a la oxidacion y producen suspensiones de lippsomas perfectamente blancas

e inodoras (Amaud 1993).

2.4.3 PROPIEDADES DE LOS LIPQSONAS

Los liposomas se comportan como particulas microscépicas que son capaces de
encapsular grandes cantidades de medio acucso. Unc de los principales intereses de los
liposomas es debido a su capacidad de encapsular tanto compuestos hidrofilicos e
hidrofébicos. Los liposomas pueden ser concentrados o retenidos dentro de diferentes
tipos de matrices incluyendo filtros, tierra, o cuajos. Los liposomas retrasan la liberacién
dei material encapsulado, el que es lentamente difundido hacia ei exterior, conforme la
concentracién en la fase externa disminuye. Esta caracteristica es Util cuando se necesita
de una accién prolongada. Se ha reportado que sustancias encapsuladas, como la

vitamina “C”, pueden ser protegidas del medic ambiente {(Kirby et al 1987).
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2.5 USO DE LIPOSOMAS PARA LA ACELERACION DE LA MADURACION
EN QUESOS

Se han utilizado cuatro tipos de lipesomas para la investigacion de su uso en la

maduracién acelerada de quesos (Tabla 3) (Skeie 1994).

TABLA 3
Tipo de Liposoma Tamafo nm Nimero de laminaciones
Vesiculos multilaminares (MLV) 100-1000 Cinco o mas.
Vesiculos multilaminares pequefias {(SUV) 15-25 Una
Vesiculos por Evaporacion (REV) 500 Una o més
-] Vesiculos por Deshidratacidn-Rehidratacidn {DRV) 200-1000 Cingo o mas

Caractoristicas de los Liposomas t.l’dlizados on Investigacién de Quesos.
2.5.1 VESICULAS MULTILAMINARES (MLV).

Las vesiculas multilaminares consisten de cinco o mas capas y tiene un amplio
rango de tamafios. Estos pueden ser producidos al evaporar los solventes organicos de
los lipidos disueltos en un matraz de fondo redondo. Los liposomas se forman creando
una dispersidén de los lipidos adheridos a la pared del matraz en un medio acuoso,

mediante una agitacién {Bangham et al 1965).
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El material que va a ser encapsulado puede ser incluido en la capa lipidica o en la
fase acuosa, dependiendo del caracter lipofilico/idrofilico del material. La aplicacién de
éstos en la investigacion en productos lacteos se ha enfocado a la encapsulacién de
enzimas que son solubles en agua, y que son por lo tanio encapsuladas en la fase
acuosa. Las vesfculas multilaminares son preparados facilmente y por lo tanto los
primeros experimentos que in.\lrolucran el encapsulamiento de enzimas para la aceleracién
de la maduracion en quesos utilizaban MLV. Sin embargo la eficiencia de encapsulacion
de éstos es muy pobre, entre rangos del 2 al 15% ( Law y King 1984). Por lo fanto es
necesario agregar grandes cantidades de liposomas para asegurar cantidades suficientes

de enzima al elaborar e! queso.
2.5.2 VESICULAS UNILAMINARES PEQUERNAS (SUV).

La eficiencia de encapsulacién de éstas es del 1 al 2% de la preparacidn
enzimatica original {(Kirby et al 1987). Las vesiculas unilaminares peqﬁer"\as pueden ser
formados a partir de los MLV por medio de una homoegenizacién. La sonicacién es el
método de laboratorio mas comunmente utilizado, sin embargo la capacidad del
senicador es una limitante para una mayor productividad de liposomas (New 1980). Para

una produccién a mayor escala se puede utilizar un microfluidizador (Mayhew et al 1984).
2.5.3 VESICULAS POR EVAPORACION (REV).

Las vesiculas formadas por evaporacion pueden ser unilaminares o
muliilaminares. Se preparan evaporando la fase organica de una solucién sonicada de
agua en aceite mediante un rotavapor. El material que va a ser encapsulado se disuelve
en la fase acuosa. La emulsidn forma un gel liquido cuando la fase orgénica es removida,

y ésta finaimente se colapsa hasta formar una emulsién lechosa de liposomas.
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Los REV tienen una mayor eficiencia de encapsulacion que va del 10 al 20%
{Alkhalaf et al 1989). El hecho de que el material que va a ser encapsulado esté en

contacto con la fase organica limita ta aplicacién del método para su uso en alimentos.

2.5.4 VESICULAS POR DESHIDRATACION-REHIDRATACION (DRV).

Las vesiculas formadas por deshidratacién-rehidratacién son elaboradas
afiadiendo el material que se va encapsular a liposomas SUV vacios, y posteriormente
liofilizando dicha suspension. Al agregar una pequeiia porcion de agua o buffer a los
liposomas SUV liofilizados, éstos se rehidratan, se fusionan y forman liposomas MLV con

el material encapsulado entre sus paredes {Figura 8).

SONICACION LIOFILIZACKON REHIDRATACION

MLV SUV Y ENZIMA ORY

Figura 8.-Procedimiento para la preparacién de liposomas por deshidratacién - rehidratacién.
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Los liposomas DRV presentan una eficiencia de encapsulacion del 20 al 30% para
enzimas pero se han reportado eficiencias de encapsulacién hasta del 50% (Kirby y

Gregoriadis 1984 ).

2.2.5 RETENCION DE LIPOSOMAS EN EL PROCESQ DE ELABORACION DE
QUESO.

Como se menciond anteriormente las enzimas adicionadas a la leche, antes de la
coagulacién, tienen una muy baja retencién dentro de la cuajada y por lo tanto la mayoria
de la enzima se pierde en el suero. Asimismo Esto ocasiona una liptlisis o protediisis
prematura en la leche, lo que genera un bajo rendimiento y quesos anormales. Estos
problemas probablemente se pueden evitar si la enzima es encapsulada en liposomas

{Law and King 19885).

La retencién de los liposomas en la cuajada aparentemente varia de acuerdo al
tipo de liposoma utilizado, 'a composicién de la pared del liposoma, y el procedimiento
empleado durante la elaboracion de! queso. Los fiposomas son normalmente adicionados
junto con los cultivos iniciadores. Los quesos San Paulin, Cheddar y Gouda han sido
estudiados adicionando enzimas encapsuladas en liposomas, son manufacturados
utilizando procedimientos muy diferentes, sin embargo su proceso de elaboracién es
similar hasta el punto de adicién de los cultivos iniciadores. Durante la coagulacion, los
liposomas san retenidos dentro de la cuajada, de una forma homogénea, parecida a la de
una bacteria (Skeie 1994).-La retencién maxima reportada es del 90% para liposomas
DRV en un queso tipo Cheddar (Kirby et al, 1987). Se puede asumir una retencién
similar para liposomas DRV en cualguier otra variedad de queso siempre y cuando éstos,

como se menciond anteriormente, sean adicionados antes de la coagulacion.
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3.0BJETIVOS.
3.1 OBJETIVO GENERAL

Encapsular una lipasa de Penicillium caseicolum, obtenida en el laboratorio, en Liposomas
del tipo DRV, y evaluar su capacidad de aceleracién en la maduracién de un queso tipo

Manchego.
3.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Determinar el efecto, en un quese tipo Manchego, de encapsular en liposomas la
enzima vs el agregar la enzima libre, mediante un seguimiento del perfil de acidos

grasos y un estudio sensorial.

Determinar si existe una diferencia entre ei sistema lipolitico de Penicillium
caseicolum y el de una enzima comercial de origen animal, mediante las técnicas

mencionadas en el punto anterior.
ACTIVIDADES

A) Obtencion del Sistema Lipolitico de Penicillium caseicolum.

a-1) Produccién a nivel de ptanta piloto.

a-2) Evaluacion/Optimizacion del medio de cultivo y condiciones de fermentacion.
a-3) Semipurificacién de extracto obtenido.

a-4) Comparacién de actividad vs una lipasa comercial de origen animal.
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B) Formacién de Liposomas

b-1) Determinacion y estandarizacion de 1a técnica de formacién de liposomas
tipo DRV.

b-2) Caracterizacién de los liposomas obtenidos por microscopia electronica.

b-3) Encapsulacién de |a enzima de Penicillium caseicolum obtenida en el

laboratorio.

C) Incorporacién de Liposomas a queso.
¢-1) Elaboracién de quesos tipo Manchego.

¢-2) Incorporacion de Liposomas al queso.

D} Caracterizacién del queso tipo Manchego.

d-1) Mediante un estudio cromatogréafico del perfil de acides grasos.

d-2) Mediante una evaluacién sensorial de perfil de sabor.
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4. METODOLOGIA

4.1CARACTERIZACION ENZIMATICA

4.1.1 OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

Se inoculd una cepa de Penicillium caseicolum proveniente del cepario de la
Facultad de Quimica en cajas petri con medio de cultivo PDA (Bioxon) y se incubd
{incubadora Precision System, USA} a 29°C durante seis dias hasta su esporulacion.
Transcurrido ese tiempo se recuperaron las esporas en glicerol al 50%. Se determiné la
densidad optica (Spectronic 21-D, USA) de la solucidn de esporas, utilizando como blanco
glicerol al 50% a una longitud de onda de 540nm (colocando 1 ml de muestra mas tres de
agua.) En estas condiciones 1ml de dicha solucién de esporas debe dar una absorbancia
de 0.12 para inocular 25 ml de medio "D". Se determiné la relacion para inocular 100mi de
medio “D" mejorado (Cuervo 1995) y se incubd durante seis dias (incubadora con
agitacion orbital New Brunswick G25, USA) con agitacion a 150 rpm y una temperatura de

29°C. Esta fermentacién se utilizé como preindculo para la fermentacién en reactor.

(Tabla 4).
TABLA 4
Compuesto Concentracién %
Dextrina 1,14
Peptona 1.26
| MgS0d . 7 H20 0.0385
K2HPC4 0.1
Aceite de Olivo 1
Sol. de elem. traza® 0.1

Composicién del Madio “D” mejorado ampleade en la obtencidn del extracto enzimitico de

P.caseicolum { Cuervo 1995 }

*Los elementos traza utilizados son: ZnSO4: 44 mg/ml, MnS(04:222.30 mgiml, CaC03:100mgiml, NaCl: 2.92 mgfml
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La fermentacion en reactor se llevd a cabo en la planta piloto del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, utilizando un reacter de 10 litros con el medio de
cultivo mejorado "D previamente esterilizado, a 29°C con una agitacién de 50 RPM y una
aereacion de 10 L/min, durante & dias. Transcurrido dicho tiempo el extracto enzimético
se centrifugd ( 5,000 rpm ), posteriormente se ultrafiitré y se concentré en un vaporizador
al alto vacio-baja temperatura. El extracto enzimatico dializado se dializé contra agua
destilada utilizando una membrana que retiene proteinas con peso molecular superior a
12,000 Daltons (SIGMA Seamless tubing D-0655). Finalmenie se liofilizd (Division Serail
RP2V Department Lyophilisateurs) y se almacené en ultracongelacién  {-70°C).
Posteriormente se le determind actividad lipolitica, proteina extracelular y actividad

proteolitica.

4.1.2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD LIPOLITICA.

La actividad lipolitica se determiné por caida de pH provocado por la liberacién de
acido butirico sobre tributirina homogenizada, al 5% (v/v) en agua desmineralizada a 4°C
y 0.05% de Tween B0, en ‘amortiguador Tris-base 5SmM pH 9 {homogeneizado), bajo las
condiciones de reaccion propuestas por Espinosa en 1990, reportandose en micromoles

de acido butlrico liberado por minuto.

4.1.3 DETERMINAGION DE PROTEINA EXTRACELULAR.

La proteina extracelular se cuantificé utilizando el método de Lowry 1951

4.1.4 DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA.
La determinacidn de la actividad proteoiitica se realizé por el método Fukomoto,
1967. Una unidad de actividad proteolitica se define como la cantidad de enzima que

libera 1pg de tirosina por minuto a 37°C.
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4.2 ENCAPSULAMIENTO DEL EXTRACTCQ ENZIMATICO EN LIPOSOMAS.

Se prepararé una solucién de enzima lipolitica de 5mg/ ml en un buffer Tris-base,
SmM, pH=9 (J.T Baker, México). Se prepararon liposomas por deshidratacion-
rehidratacion (DRV) (Método autor). 20 umol/mi de ‘ecitina (Sigma Chemical Co., San
Luis, USA), 11.4 pymoliml de colesterol {Sigma Chemical Co. San Luis, USA) y 5.7
pmol/ml de dicetilfosfato (‘::‘.l:gma Chemical, Co. San Luis, USA) se disolvieron en 150 ml
de Cloroformo (Merck-México S.A.) dentro de un matraz de bola aforado de 50 ml
(Quikfit). €l solvente se removié en un rotavapor (BUCH, Switzertand) bajo presion
reducida y 37°C hasta que se observd una capa fina y uniforme adherida a las paredes
del matraz. £l matraz se removid del rotavapor y se purgd con nitrogeno, para evitar la
oxidacion de las grasas. La pelicula obtenida se rehidraté con 300 ml de agua destilada
en una atmésfera de nitrégeno y se agitd manualmente hasta la formacién de una
suspension.  Esta supensién (Liposomas MLV) se sonicé (Sonicador 550 Sonic
Dismembrator, Fisher Scientific } por 10min bajo una cama de hielo, para evitar que
subiera la temperatura. La solucidn sonicada se centrifugd a 24,000 RPM (BECKMAN L7-
65 Rotor SW 28), por 1hr a 4°C, con el fin de eliminar las agregaciones mayores de
lipidos, y posibles particulas de titanio que pudiesen desprenderse de la punta del
sonicador. La suspension resultante de liposomas pequefios y unilaminares se mezcld
{1:1) con la suspensidén enzimatica previamente preparada. Esta mezcla se liofilizd
{Division Serail RP2V Department Lyophilisateurs) hasta polvo, y se mantuve en
congelacién {-15°C) hasta su uso. Para su rehidratacién y obtencién de liposomas DRV
se mezeld vigerosamente con 30ml de buffer Tris, SmM, pH=9 hasta la formacion de una

suspension lechosa.
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4.3 CARACTERIZACION DE LOS LIPOSOMAS.

Los Iiposomals fueron caracterizados en un microscopio electronico de barrido
JEOL JSM-35 en el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de ta UNAM. Se establecié
una técnica empirica para observar los liposomas en un microscopio electrénico de
barride ya que no existe material bibliografico que describa este método. Esta técnica
consistié primero en lavar de 2 a 3 veces perfectamente los liposomas con agua destilada
y desionizada mediante una centrifugacién a 4000 RPM durante 5 min, dado que el buffer
se cristalizaba al momento de observarlo al microscopio. La solucidn se mezcld con gotas
de tetroxido de osmio con el fin de fijar a los fosfolipidos presentes en los liposomas.
Posteriormente se tomé una muestra (0.3 m| aproximadamente) con una pipeta Pasteur y
se deposité en un cubreobjetos para microscopio electrénico, y se dejd secar al medio
ambiente, pues no se debe utilizar ninguna fuente calorifica para secar ya que la lecitina
tiene un punto de fusién muy bajo, y por lo tanto los liposomas se desintegrarian. Una vez
seca la muestra se procedid a darle un baric de oro (con duracion de 5 min. méaximo) y se

observd en el microscopio electrénico.
4.4 CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA ELABORACION DE QUESOS.

Los quesos se elaboraron en la planta piloto de productos lacteos, del Instituto
Tecnolégico de Estudios Superiores de Monterrey, campus Querétaro. El tipo de queso

que se realizé es el tipo Manchego (Cheddar) con las siguientes variables:

200 Litros de leche se dividieron en 4 lotes de 50 litros cada uno.
+» Quesos con Cultivos iniciadores ( de uso industrial) (quesos control)
+ Quesos con Cultivos iniciadores y extracto enzimatico de F.caseicolumn encapsulado

en liposomas DRV.
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s Quesos con Cultivos iniciadores y Lipasa comercial libre*.

* Quescs con Cultivos iniciadores y Lipasa comercial encapsulada en liposomas DRV.

*Christian Hansen, Lipase di Capretto, Ingredientes: Lipasas comestibles provenientes de
las gtandulas de la garganta de cabrito, sal, leche sin grasa en polvo. Lote No. 21095F,

Peso: 5.6 Oz,
4.5 ELABORACION DEL QUESO TIPC MANCHEGO

La leche se obtuvo un dia anterior a la elaboracién de los quesos, del Rancho
Experimental Campus Querétaro, durante la ordefia de la tarde ( 18:00 hrs), proveniente

de vacas tipo Holstein, alimentadas con pastura, de una manera controlada.

La ordefia se llevé a cabo de una manera automatizada (Equipc Alfa-Laval),
lavando primeramente la ubre de la vaca, posteriormente desinfectando la misma con
solucién de yodo, asi como la boquilla succionadora. La leche se succioné, se cuantificé,
se bombed y finalmente se confiné en una tolva enchaquetada con agitacion de aspas

inetrior a una temperatura de 4°C.

13 horas después de la ordefia (7:00 a.m. del dia siguiente) en fa planta
procesadora se recibieron 200 Litros de leche en tambos de 40 L, refrigerada entre 4-6°C.
Como control de calidad se le determind porcentaje de grasa {(por el método de Gerber),
temperatura y acidez (por titulacion con sosa 0.1M). Los 200L de leche se depositaron en
una tina rectangular enchaguetada, con calentadores de gas interiores con una capacidad
de 350L. Se procedié a la pasteurizacion subiendo paulatinamente y con agitacibn manual

la temperatura de la leche hasta 63°C y manteniéndola por 30min.
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Posteriormente, mediante la circulacion del agua enchaquetada, se baja la
temperatura hasta 40°C, etapa en la cual se adicionan los cultivos lacticos (Ezal Rhone-
Poulenc®, MD098 Crema 30% y MM101 ), previamente diluidos en una misma porcién de
la leche). Se procedid a la separacién de los lotes, separando fa leche en 4 tinas

previamente desinfectadas (Tabla 4).

Se agregd la solucidn de Cloruro de Calcio (CAL-SOL, CUAMEX, Solucién de
Clorure de Calcio en agua al 50%) en proporcidn de 15ml/100 Litros de ieche, asimismo
se agregb el colorante natural de achiote en proporcidén de 3ml/100 Litros de leche. Se
agitd brevemente y se trata de mantener la temperatura de la leche entre 35-40°C. En
esta etapa se agregaron los 3 diferentes extractos enzimaticos liofilizados, previamente
hidratados (Tabla 4), hasta formar la suspension iechosa {Liposomas DRV), agregandose

directamente a la leche y agitando esta durante cinco minutos.

TABLA 4

Lote 1 Extracto enzimatico lipolitico encapsutado en 555 mi de 1a suspensidn de Liposomas.

{(501) liposomas L108U1)

Lote 2 Enzima comercial ancapsulada en Liposomas 555 ml de la suspensién de Liposomas

(50L) (108U1)

Lote 3 Enzima comercial libre 555 ml de solucién enzimatica.(108U)

{50L)

Lote 4 Tastigo Sin adicién de enzimas.
Loy

Condiciones de adicién de los Liposomas durante su adlcién a la leche.
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Se agregd el cuajo en proporcion de 15ml cuajo/100 litros de leche (CUAMEX
"CUAJO XXX" |, “Cuajo liquido para la elaboracién de quesos.” Potencia 1:10,000, Lote
No. 19185, Fecha de elaboracion: 09-95. Ingredientes: Solucién de CIbruro de sodio,
Aleohol Etilico, Propilenglicol, Enzimas Coagulantes {Renina) de origen Bovino, 1.9% de
propicnato de sodio y 0.1% de benzoato de sodio como conservador). Se esperé de 30 a
40 min a que el cuajo actuarz;l, la temperatura se mantuve aproximadamente a 35-37°C.
Posteriormente para conocer si la cuajada estaba lista se introdujo un cuchillo
previamente desinfectado, y al refiralo éste salié completamente impio.

Se procedié al corte de ta cuajada, primero con la lira horizental y después con la
lira vertical. Se formaron cubos de aproximadamente 1cm®. y finalmente se dej6 reposar
por cinco minutos. Se procediéd a agitar muy ientamente con una pala, con el fin de inducir
la separacion de la cuajada, sin que ésta se desintegrase. Después de 10 min la cuajada
lomé mas consistencia y se agité un poco mas fuerte durante 15 min. Se desuerd hasta la
mitad del volumen total, y se agregé la sal en proporciones de 4 a 7 g/L de leche. La sal
se disoividé en agua potable caliente en proporcidn de 20 L/Kg sal, La temperatura subi6
aproximadamente alrededor de 37°C, y ésta se mantuvo por espacio de 5 a 7 min. Se
procedio a desuerar completamente y la cuajada se apild en una esquina de la tina, se
preprensd con un plafén de acero inoxidable de alrededor de BKg de peso, se dejé
prensado por espacio de 30-45 min (con el fin de generar acidez y de que se produjera el
fendmeno de cheddarizacién), o emipiricamente hasta que la cuajada adquiera
consitencia de “pechuga de polio"."

En seguida se prensé la cuajada envuelta en manta de cielo mojada con agua
caliente en moldes con capacidad de 1Kg. Estos se prensaron con una pesa de 25Kg
durante 30 min, despues se sacaron del molde se voltearon y se dejaron conh la misma
presién durante toda la noche (18 hrs). Al dia siguiente se sacaron los quesos del molde,
se les quitd la tela, se recorlarcn imperfecciones con un cuchillo y se sumergiercn

completamente en una salmuera { 7Kg sal/30L agua, 19-20°Baumé, pH=5), dentro de la
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sala de maduracién (6-8°C) por un periode de 5-8 hrs. Se sacaron los quesos de ia
salmuera y se acomodaron sobre maderas dentro de la sala de maduracién por un
periodo de dos dias con el fin de que adquirieran mayor durueza, voltedndolos de lado
cada 12 horas. Los quesos se maduraron dentro de un refrigerador con una temperatura

entre 5-6°C como Ultimo paso en el proceso de elaboracién.

4.6 MUESTREO DE QUESOS

Se planeé un periodo de muestreo de cada lote de quesos cada 10 dias durante
tres meses, con el fin de seguir la evolucion del perfil de acidos grasos libres de cada lote
mediante cromategrafia de gases.

El muestreo se realizé del centro del queso mediante un monohoradador,
obteniendo 1.5 g de queso aprox. en forma de cilindro. Las muestras se mantuvieron en

congelacién hasta su analisis.

4.7 CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES.

Para la identificacidon y cuantificacion de los acidos grasos libres (C:4, C:6, C:8,
C:10, C:12, C:14, C:16, C:17, C:18, C:18:1), por cromatografia de gases se siguid la

técnica propuesta por Deeth 1983 y que consiste en lo siguiente:

A un gramo de queso finamente picado se le agregaron cinco mililitros de éler
etilico, un ml de 4cido sulfUrico 4N y 2.5g de sulfato de sodic anhidro. Se trituré ta mezcla
y se dejd reposar por lo menos una hora antes de afadirle cinco ml de hexano. Se
centrifugd a 2000 rpm durante cinco minutos. Ef sobrenadante separado se pasd por una
columna gue contenia un gramo de alumina neutra grado 1V inactivada con 4% de agua.

El eluido se pasé dos veces por la columna y se lavd con una mezcla de hexano-éter
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dietilico {1:1) y se secd al vacio. La aldmina con los acidos grasos se mantuvo en viales
de 1.5 ml a 15°C hasta que se realizaron las determinaciones. La alimina se mezcld con
éter diisopropilico que contenia 6% (v/v) de dcido formico, se mezcld vigorosamente y se
centrifugé en viales de 1.5ml en una microcentrifuga (Eppendorf 5415C, Brinkmann
Instruments, Alemania) a 5000 rpm/5min. El sobrenadante se separé en viales y se
inyectd 1uL al cromatografo. Las determinaciones se realizaron en el Lahoratorio de
productos licteos de la Unidad de Posgrado de la UAM Xochimilco, en un Cromatégrafo
de gases Perkin Elmer XLS, con detector de ionizacién de flama y una columna capilar
HP5 {Fenilmetilsilicon al 5%) de 30 M, 0.32mm de didmetro interno y 0.25 ym de grosor
de capa bajo las siguientes condiciones: Rampa: 80°C/1min e incremento de 10°C/min
hasta llegar a 250°C y se mantavc por 4min. Temperatura del inyector: 250°C,

Temperatutra del detector: 250°C. E! modo de inyeccion fue “splitless”.

4.8 EVALUACION SENSORIAL

La evaluacién senscrial se llevé a cabo con jueces previamente entrenados
en evaluacidn de quesos por un grupo de trabajo de la Facultad de Quimica. Estos jueces
fueron anteriormente seleccionados en base a sus habilidades sensoriales y pasaron por
un periodo normal de seleccion (Pedrero 1989), es decir reclutamiento, pruebas de
umbral de gustos basicos, pruebas de diferenciacion, prueba triangular, y por dltimo

pruebas de perfil de sabor tras lo gue fueron seleccionados 15 jueces.

Dichos jueces estaban familiarizados con la notas normalmente encontradas en
quesos madurados, por lo que solamente fueron necesarias dos reuniones para generar
descriptores encontrados en'uno de los quesos elaborados, escogido al azar (se supuso
que los descriptores sélo variarian de intensidad entre los quesos elaborados bajo

diferentes condiciones). Se llegé a un lenguaje comun y se elaboré el perfil de sabor en
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base a los descriptores definidos de cada uno de los lotes de queso elaborados. E)
objetivo de la prueba de perfil de sabor es el de analizar el sabor integral de un producto,
asi como sus atributos indiviuales y la relacién que guarden entre ellos. La prueba se

ejecutd de tat manera que se genera el mayor contenido de informacidn posible acerca de

un producto (Pedrero 1989},
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.4 OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO,

Se logro llevar a cabo la fermentacién sumergida de Penicillium caseicolum a nivel
de reactor (10L), y la posterior semipurificacion (especificada en Ia metodologia pag 28, seccién
4.1.1) de la lipasa con buenos resuitados de actividad, no obstante que Penicillium caseicolum es
un microorganismo que se contamina facilmente durante las fermentaciones, principalmente por
levaduras, lo cual se ha observado en diversos estudios dentro del equipo de trabajo (De Los

Rios 1995, Martinez 1995) '

El extracto enzimdtico obtenido de el reactor tuvo las siguientes caracteristicas, antes y

despues de encapsular (Tabla 1)

TABLA 1
Tipo de extracto pH final | Proteina Extracelular | Actividad Proteolitica Actividad Lipalitica
pgimL pmol tir/mL __ymol de ac. but./min/mi
Extracto Enzimatico Libre 3.88 3514.68 §89.87 68.32
Extracto Enzimatico en Liposomas | 5.17 ———— et 27.601

Resultados de actividad del extracto enzimatico de P.caselcolum {Promadic de tres réplicas)

Los valores reportados en la tabla anterior se encuentran en el rango de los valores
reportados en otros trabajos (Cuervo 1995, De los Rios, 1995, Martinez, 1995). La actividad
proteclitica no es lo suficientemente alta como para tener problemas de estabilidad o riesgo de

generar sabores amargos.
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5.2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD LiPOLITICA EN LA ENZIMA COMERCIAL.

Al extracto enzimatico comercial en polvo (Christian Hansen, Lipase di Capretto,
Ingredientes; Lipasas comestibles provenientes de las glandulas de la garganta de cabrito, sal,
leche sin grasa en polvo. Lote No. 21095F, Peso: 5.6 Oz.) se le determind actividad lipolitica bajo

diferentes condiciones de pH. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.

TABLA 2
pH=6 pH=7 pH=9
15.65 12.73 10.12

Actividad Lipolitica de la enzima comerciall Chr, Hansen en micromol de ac. Butirico/min/mL a
diferentos valores de pH. Resultados de actividad de la lipasa comercial de origen animal
{Promadic de tres raplicas)

Como se puede cbservar en la tabla 2 la actividad lipolitica de dicha enzima
comercial es muy baja, al mencs por el método de determinacién utilizado el cual consiste
en determinar actividad lipolitica por caida de pH (Espinosa 1990). Esto probablemente
se deba al uso de gran cantidad de extendedores dentro de la formulacion de la enzima
comercial. El pH al cual se cbtuvo la mayor actividad lipolitica de la enzima comercial fue
de 6, cabe sefialar que el fabricante no indica més detalle de como aplicar o determinar
actividad enzimatica. Por lo tanto con el fin de homologar y poder comparar con la lipasa
de P.caseicolum se ajusté 1a actividad de la enzima comercial, como se menciona en el

punto 5.5.
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5.3 PREPARACICN DE LOS LIPOSOMAS

Para la preparacion de los liposomas se decidié utilizar los mismos componentes
y en las proporciones sugeridas en trabajos anteriores dentro del equipo de trabajo (De

los Rios, 1995) en base a la siguiente argumentacion:

El fosfolipido principal es de suma importancia pues de este va depender las
caracteristicas finales del liposoma. La Fosfatidilcolina o Lecitina con una parte hidrofllica
y otra hidrofdbica de igual tamafio, tiende a formar bicapas que pueden cerrarse entre si
para formar liposomas de gran resistencia debido a 1a fuerzas de atraccion entre las
cabezas de los fosfollpidos con diferentes cargas, mé&s adn, la lecitina puede ser
producida facilmente en gran escala a un precio competitivo en comparacién con otros
esfingolipidos. El colesterol fue utilizado ya que diversas fuentes reportan que este esterol
incrementa la rigidez y reduce la permeabilidad de las bicapas. El dicetilfosfato se
selecciond pues debido a que por su naturaleza quimica promueve la repulsion
electrostatica, previniendo asi agregacion o fusién entre los Iiposdmas.

Se decidié producir liposomas del tipo DRV (Dehydration-rehydration vesicles),
pues se ha encontrado que, a diferencia del los demas métodos de preparacion de
fiposomas, la enzima que va ser encapsuiada no es expuesta directamente a la fase
organica (Cloroforme) durante su preparacion. Ademas, este tipo de liposoma es el que
mayor retencién tedrica de la enzima presenta (30%), asi come mayor retencion tedrica
en la cuajada durante el proceso de la elaboracion de los quesos (en promedio 60%).
Debido a que los liposomas DRV tienen una gran eficiencia de encapsulacion, estos
pueden ser utilizados para manufacturar queso a una escala de planta piloto (Skeie,

1994).
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5.4 CARACTERIZACION DE LOS LIPOSOMAS

Segun la técnica anteriormente descrita, se obtuvieron algunas fotografias a

diferentes aumentos. (Fotografias 1-9).

Como se puede observar en lasmismas, el tamafic promedio de los liposomas es
de 3-7 um. La fotografia 1 y 2 permiten observar la morfologia perfectamente cilindrica del
liposoma elabarado po el método de deshidratacién-rehidratacién (DRV) con un tamanio
promedio de 3 a 6 micras. Mientras que en las fotografias 3 y 4, se observa un fenémeno
de fusién de un liposoma DRV con liposomas unilaminares pequefios (SUV), esto
probablemente es debido a que durante la formacion de los liposomas DRV el exceso de
fosfolipido tiende a formar liposomas SUV y a su vez éstos para una mayor estabilidad en
el medio tienden a fusionarse con los Liposomas DRV, los cuales contienen colesterol en

su estructura lo cual les da mayor estabilidad.

En las fotografias 5 y 7 se observa un fendmeno de fusién entre liposomas DRV y
de liposomas SUV. En la fotografla 6 se muestra un acercamiento al punto de fusién’

entre los dos liposomas DRV de la fotografia 5.

En las fotografias 8 y 9 se observan liposomas DRV, y detras de estos una masa
amorfa, que probablemente sea un exceso de extracto enzimatico. Es importante
mencionar que el hecho de encontrar fusiones entre liposomas DRV y le que
probablemente podria ser un exceso de extracto enzimatico, nos indica que se podria
mejorar la formulacién de los liposomas en cuanto a la proporcién de sus ingredientes
respecto a la enzima a encapsular. Asi mismo se recomienda realizar un estudio

microscopico electronico de transmisién bajo las condiciones establecidas para la
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preparacion de muestras para éste, con el fin de cuantificar el nimero de capas laminares

y espesores de las paredes liposomales.

5.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA ENCAPSULADA
NECESARIA PARA LA MODIFICACION DE LOS QUESOS

Con el fin de cuantificar la concentracién de enzima encapsulada necesaria para
modificar significativamente fa maduracién de los guesos, en el grupo de trabajo se
habian realizado anteriormente investigaciones en las que se modifico un producto lacteo
con extracto enzimélico de Penicilliumm caseicofum, encontrandose que minimo se
requeria una actividad de la lipasa de 108Ul / ml por cada 50g de queso para lograr
maodificar ef perfil de &cidos grasos libres y consecuentemente el sabor del queso (Matute
1993).

Tomando lo anterior como antecedente, y ya que cada lote de leche a procesar
seria de 50 L , y que el rendimiento tedrico durante Iz elaboracién de un queso es del
10% (5 Kg de queso) se necesitarian 100 ml de extracto enzimético {108 UI) por cada
lote. Pere si tomamos en cuenta que la eficiencia tedrica de encapsulacion de la enzima
por los liposomas DRV es del 30%, y la capacidad tedrica de retencién de lo liposomas en
la cuajada es del 60%, se necesitan 555.30 ml de una solucidn de liposomas con extracto
enzimatico de 108 Ul. Por lo tanto la actividad del extracto enzimdtico obtenido se ajustd

a 108 Ul
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11,000 aumentos

6,000 aumentos
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! FOTO 6 6,000 aumentos |




Resuitados

4,800 aumentos
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5.6 PROCESO DE ELABORACION DE 1L.OS QUESOS
5.6.1 CONTROL DE LA MATERIA PRIMA

La leche utilizada para la elaboracion de los quesos, previamente ordefiada bajo buenas

practicas de manufactura, tuvé las siguientes caracteristicas fisicoquimicas {Tabla 3).

TABLA 3
% Grasa 3.3
% Acidez 1.5
Temperatura (°C ) 10

Calidad de la leche empleada.

Como se puede observar dichos porcentajes se encuentran dentro de las normas

de especificacién (NOM-F-307-S-1980).

5.6.2 RENDIMIENTO DE LOS QUESOS.

TABLA S
LOTES Tipo de Enzima utilizada % Nimero de Quesos obtenidos
(Peso Promedio 1Kg)
1 Extracto snzimatico lipelitico 0.7 1
encapsulado an liposomas
2 Enzima comercial encapsulada en 10.5 10
Liposomas
3 Enzima comercial libre 10.0 10
4 Tastige 11.6 11

Rendimiento obtenldo de o3 quesos elaborados.
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Como se puede observar en la tabla 5§ como era esperado por la baja aclividad
proteolitica de! extracto enzimatico, los rendimientos de los cuatro lotes de queso son
muy parecidos entre si y comunes para el tipo de queso elaborado. El rendimiento se
puede ver afectado por la cantidad de proleasas presentes en el extracto enzimatico que
provocan una coagulacion prematura e inespecifica, por lo tanto es interesante observar
que el rendimiento de los lotes que contenian al extracto enzimatico encapsulado es
ligeramente mayor que el de el lote con la enzima sin encapsular. Esto probablemente se
deba al beneficio de contener a la enzima en un sistema encapsulado y asi evitar el
contacto prematuro con las proteinas presentes en la leche y con ello evitar un
rendimiento pobre. Sin embargo el mayor rendimiento lo obtuvo el lote testigo, aunque la

diferencia con los demas lotes no es significativa.

6.6.3 MADURACION DE LOS QUESOS

Los quesos, una vez prensados y bafiados por 18 hrs en una salmuera (de entre
19 y 20°Be), se dejaron reposar por dos dias, con el fin de reafirmar su textura, sobre
tablas en una sala de maduracién con condiciones de temperatura y humedad

controladas: 8-12°C y 70-80%HR respectivamente.

Diversas fuentes sugieren que la maduracién de este tipo de quesos se lleve a
cabo con temparaturas entre 7-15°C a humedades relativas entre 80-90%. Sin embargo.
por cuestiones practicas la maduracion de los quesos se llevé a cabo en un Refrigerador
(Kelvin} durante tres meses, a una temperatura promedio de 5 a 7°C, con una humedad

relativa entre 50 y 60%.
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5.6.4 CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES.

Diversos autores (Law, 1984; Moskowitz, 1987) sedalan la importancia de los
4cidos grasos libres en el sabor de los quesos madurados, asl como el de otros
productos, principalmente los derivados de la degradacién de proteinas. Estos acidos, a
su vez, son importanies porque son el principio de la cadena de reacciones que se
producen para generar una g‘ran variedad de compuestos, como metil cetonas y alcoholes
secundarios, que son respoﬁsables del sabor en estos productos. Conocer el contenido
de AGL de un queso no explica en su totalidad los aspectos de la composicién de su
sabor y olor.

Un queso de cada uno de los cuatro lotes s& muestred durante tres meses, con
tomas de muestra cada diez dias, con €l fin de determinar el cambio en el perfil de los
acidos grasos liberados (AGL) mediante un estudio de cromalografia de gases.

El perfil de acidos grasos libres (AGL) generado durante el proceso de maduracion
en las condiciones anteriormente mencionadas sufrié un cambio paulatino y progresivo en
cada uno de los lotes de queso por el extracto enzimatico utilizado. El testigo liberd acidos
grasos mas despacio que los demas lotes. Los resultados obtenidos se pueden observar
en las graficas 1,2,3,4 y 5. Se debe sefialar que existié una disminucion en el contenido
de acidos miristico, palmitico, y oleico de los 30 dias a los 60 dias de maduracién
principalmente en todos los quesos. Esto se le puede atribuir al hecho de que estos
acidos estan siendo degradados y transformados en otros compuestos, como metil-
cetonas, por |a flora bacteriana presente, como se ha demostrade en ofros trabajos en los
que inicialmente se encontraron concentraciones altas de acidos grasos libres, pero
rapidamente decrecieron en comparacién con el incremento de la concentracion de
metilcetonas principalmente la 2-Nonanona (Pannell, 1991). Se ha cbservado que el

4cido oléico es el mas susceptible a sufrir reacciones de oxidaciéon (Margalith, 1981).
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Minicial (5dias) ®30dias 0O60dias M Final (90 dias)

Grafica 1.- Composicion Porcentual de los Acidos Grasos Libres
Generados durante ef proceso de maduracion del
quaso testigo.
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Grafica 2.- Composicién Porcentual de los Acidos Grasos Libres
Generados durante el proceso de maduracién def
queso con enzima comercial sin encapsufar.
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M Inicial (5 dias) W30 dias [60 dias W Final (90 dias)

Grafica 3.- Composicién Porcentual de los Acidos Grasos Libres
Generados durante e proceso de maduracién del
queso con enzima comercial en Liposomas.

O
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Grafica 4.- Composicién Porcentual de los Acidos Grasos Libres
Generados durante el proceso de maduracién del
queso con extracto enziméltico de P.caseicolum
encepsufado en Liposomas.
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Enzima Comer. Encap.
Enzima Comer. S£

Final (90 diag}

Grafica 5. - Composicién porcentual del Acido Butirico libre
an los quescs a lo targo del periédo da maduracion.
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La mayor degradacién de los acidos grascs de cadena larga (miristico, palmitico, y
oleico) se observd en los quesos con las enzimas encapsuladas, y en maycr medida en el
queso con la enzima comercial eéncapsulada, pues en este Ultimo el porcentaje presente
se redujo a menos de la mitad de la concentracidn original qurante el periodc de
maduracion, El queso testigo y el queso con enzima comercial sin encapsular mostraron

una degradacién mas lenta de dichos acidos grasos.

Es importante analizar por separado el perfil del acide butirico libre de cada una de
las condiciones establecidas, pues éste es una de [as caracteristicas del queso tipo
Manchego, ademas de que la lipasa de P.caseicolum tiene mayor especificidad hacia los
acidos grasos de cadena corta en especial el butirico. El contenido de acido butirico en
las cuatro muestras fue similar al inicio de la maduracién, sin embargo al finalizar el
periodo de maduracién (90 dias), el quesc con lipasa de Penicilfium caseicolum presento
més del doble de ta concentracién de dicho dcido que el presente en el gueso testigo. El
perfil de Acidos grasos a los 30 dias de maduracion de dicho queso es similar al perfil de
acidos grasos en el testigo a los 90 dias de maduracién. Este comportamiento fué similar
para el queso con lipasa comercial encapsulada mas no para la misma lipasa sin
encapsular. Lo anterior nos indica la afinidad de 1a lipasa comercial por los acidos grasos
de cadena corta y su similitud con la lipasa de Penicillium caseicolum. Ademas, indica que
con el uso de los liposomas como medio de adicidén del extracto enzimatico a la leche
sugiere, la enzima se pierde menos en el suero y se distrubuye homogeanemente dentro
de la cuajada, en la que queda en mayor concentracién, como lo mencionan diversas

fuentes (Skele, 1994).

Esto parece contradecir a diversos estudios en donde los liposomas se utilizan
como matrices de liberacion paulatina. Sin embargo el comportamiento de los liposomas

deniro del queso es muy complejo, pues desde su incorporacién a la leche empieza a
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interaccionar con los componentes del mismo, principalmente durante el prensado del

mismo.

Del andlisis anterior podemos concluir gue:

Existe una diferencia entre el utilizar la enzima libre y la enzima encapsulada en la
elaboracién de quescs en cuanto a el desarroilo de su perfil de 4cidos grasos libres en

cantidad y calidad.

No existe una diferencia significativa entre el utilizar la lipasa de origen fungal proveniente
de Penicillium caseicolum y \a lipasa comercial de origen gastrico en la elaboracidn de

quesos en cuanto a el desarrollo de su perfil de acidos grasos libres.

Existe una diferencia entre el utilizar una lipasa, sin importar su origen ¢ adicion, en la
elaboracién de quesos entre el queso testigo, es decir aquei sin adicion de lipasas, en

cuanto a la cantidad de acidos grasos libres generados en el periodo de maduracidn.
Es importante aclarar que dichas diferencias se mantienen en el tiempo del periode de

maduracién, aunque la concentracién de los Acidos grasos de cadena larga tiende a

disminuir con respecto a la concentracién criginal.
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5.8 EVALUACION SENSORIAL
5.8.1 ENTRENAMIENTO DE LOS JUECES

Con el fin de de realizar el perfil de sabor de los quesos elaborados, se reaiizd el
entrenamiento de los jueces sensoriales como se menciond en la metodolegia. El objetivo
de esta evaluacion sensorial, como se mencioné anteriormente es el de analizar el sabor
integral de los quesos, asi como sus atributos individuales y la relacién que guarda con el
perfil de acidos grasos, asi como la relacién de cada uno de los atributos que guarda el
queso testigo contra los demas quesos modifcados. Jueces altamente entrenados han
logrado identificar hasta 30 diferentes atributos de sabor en quesos elaborados con
diferentes tipos de leche y de diversos paises. Dichos atributos pueden ser descritos
principalmente como de origen lacteo (mantequilla, leche hervida, grasa lactea, dulzor
lacteo), acidos grasos (butirico, pescado fresco, aceite de pescado, jabonoso,
ceroso.ete.), fungal (mohoso, champifidn). Algunos de estos atributos de sabor como

butirico ¢ mantequilla son comunes en la mayeria de los quesos (Heisserer, 1993).

En el Anexo | se presenta la hoja de respuestas utilizada por los jueces incluyendo
la lista de términos descriptivos asi como la intensidad de cada descriptor y ampiitud, la
cual fué disefiada durante una sesién abierta de entrenamiento. También se incluyen las

definiciones de los descriptores finales generados por los jueces para esta prueba.

Se evaluaron los quesos al final de la maduracién (90 dias), y se analizaron
aspectos del sabor, aroma y resabio de todos las condiciones. En lo que se refiere a la
evaluacién de! aroma se puede observar que tanto el queso con la lipasa de laboratoric
encapsulada y el queso con la lipasa comercial encapsulada presentan un perfil
semejante, difieren solamente en el aroma a 4cido acético, siendo éste mayor en el ¢itimo

queso (Figura 8). Estos dos gquesos presentan gran diferencia en relacién al testigo

55



Resultados

(queso sin lipasa adicionada), principalmente en el aroma de cido butirico, siendo este
calificado come consenso general entre los jueces con mas del doble de intensidad que el

testigo, mientras que e! testigo presentd mayor intensidad en el aroma a lacteo.

Crema Aclda

4
35

Acide Acetico

—=Testigo
—8— Lipasa Comaer. Libre
— —Lipasa Comer, Encap.

—— Lipasa P.caseicolum
Lécteo Encap.

Grafica 6.- Perfil de Aroma generado en el analisis sensorial cualitativo.

En cuanto a el sabor, el queso elaborado ¢on lipasa de laboratorio encapsulada es
diferente al resto de los quesos, principalmente en la nota a &cido butirico, en donde se
percibe con mayor intensidad con respecto a el testigo, y en la nota a jabonoso en donde
también se percibe en mayor intensidad que el testigo. La nota a sabor lacteo se percibié
por con mayor intensidad en el queso testigo. Por lo tanto el sabor y aroma de los quesos
modificados enzimaticamente son diferentes al de! queso tesligo. Esta aseveracién se
pudo confirmar al observar los perfiles de sabor lacteo, el cual es un atributo

caracteristico de los quesos poco madurados. También en el sabor rancio, nota
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caracteristica de los quesos madurados, provocado principalmente por una alta

concentracion de Acido butirico (Woo et al 1984).

Jabonoso
4

Crema Acida Salado
—4=—Testlgo
—&— Lipasa Comer. Libre
- = Lipasa Comer. Encap.
—+— Lipasa P.caseicolum
Encap.
Acido Butlrico’ Licteo

Grafica 6.~ Perfil de Sabor generado en el andlisis sensorial cualitativo.

En cuanto a el resabio es interesante observar que los quesos con lipasa
adicionada presentaron una nota mas amarga que el testigo, lo cuat probablemente se
deba a una mayor presencia de Acidos grasos libres de cadena larga y mediana al

principio de la maduracién, como se puede observar en las Graficas 3 y 4.
Por lo mencicnado anteriormente se pude afimar que el queso con el extracto

enzimatico de P.caseicolum encapsulado en liposomas se medificé en su perfil de sabor,

aroma y resabio en comparacién con el queso testigo.
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Al comparar el perfil de acidos grasos libres contra el perfil de sabor y aroma,
resulla evidente el pape! de éstos en la generacidn de sabor y aroma, ya que concordaron

con los perfiles de sabor y aroma obtenidos.

El queso con extracto enzimatico de P.caseicolum encapsulado en liposomas
presenta en general una mayor intensidad en sus atributos globales de sabor que el resto
de los quesos asi como mayor porcentaje de acidos grases libres. Se observa que a
mayor porcentaje de 4cido butirico libre se percibe una mayor nota de sabor a é4cido
butirico, asimismo a mayor pocentaje de acidos grasos de cadena larga (Palmitico y
Oléico principlamente) se percibe con mayer intensidad el sabor a jabonoso, sin embargoe

en menor intensidad que en el caso del acido Butirico.

Es interesante mencionar que anteriormente a la evaluacion sensorial final de los
quesos, estos fueron evaluados en sesiones abiertas durante ef entrenamiento de los
jueces con el fin de establecer los descriptores. En dichas sesiones la nota jabonosa en
los quesos tratados con el extracto enzimatico se percitié en mayor intensidad en
comparacién a ta sesion definitiva. Esto se puede atribuir al hecho de que los acidos
grasos libres de cadena larga, los cuales son responsables de |la nota jabonosa, estan
siendo degradados y transformados en otros compuestos, come metil-celonas, por la

flora bacteriana presente.

£n cuanto a la intensidad global percibida del aroma se puede observar que existe
una diferencia en cuanio al queso con enzima sin encapsular en liposomas y fos quesos
con enzima en liposomas, y este se corrobora al comparar dichos perfiles de aroma
conira los perfiles de acidos grasos libres, en donde se observa un mayor pocentaje de
estos Ufimos en los quesos con el extracto enzimatico encapsulado. Esto nos indica el

beneficio de utilizar a los liposomas como una matriz de retencion del extracto enzimatico.
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JAmargo

4~ Tastigo
—&— Lipasa Comar, Libre

= = Lipasa Comer. Encap.

Grasoso ——Lipasa P.caseicolum
Encap.

Grafica 6.- Perfil de Resabio generado en el analisis sensorial cualitativo

Del andlisis anterior podemos concluir que:

En cuanto al perfil sensorial global de los quesos no existe diferencia significativa en los
atributos utilizando la lipasa de Penicilium caseicolum o la lipasa comercial. Ambos
quesos presentaron mayor intensidad en el atributo de 4cido butirico. Asimismo existe
diferencia entre et queso con enzima libre y el queso con la enzima encapsulada,
presentando este dltimo una mayor nota principalmente de acido butirico. Extrapolando
los resultados obtenidos de los perfiles de &cidos grasos, en donde se observa un

compartamiento similar,
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6-CONCLUSIONES.

» Las condiciones de obtencidn del extracto enzimético a nivei de reactor fueron
adecuadas pues se obtuvo una actividad flipoliltica suficiente para lograr la

modificacién del sabor de! queso procesado.

+ Se establecié una técnica para observar liposomas en un microscopico electrénico de
barrido y se encontré que los liposomas elaborados bajo la técnica de deshidratacién-
hidratacién tienen un rango de tamafo entre 4-8 pm, y que estos presentan

fendmenos de fusidn entre sl.

+« El uso de la lipasa encapsulada en liposomas de Penicillium caseicolum con una
actividad de 108 Ul en un gueso tipo Manchego permite obtener un perfil de acidos
grasos a los 30 dias de maduracion similar al perfil de acidos grasos en el testigo a los

90 dias de maduracion.

+ La lipasa de Penicillium caseicolum empleada presenta especifidad por los acidos
grasos de cadena larga, Miristico, Palmitico, y Oléico, pero presenta una gran

especifidad por el acido butirico, que es de cadena corla.

» FEl sabor y aroma obtenidos en los quesos adicionados con extracto lipolitico
comercial o de laboratorio encapsulado en liposomas fueron mas intensos que los del

testigo, principalmente en notas butiricas.

+ Los niveles de acido butirico {como referencia) son mayores a los 90 dias cuando 1a
preparacién enziméatica estd encapsulada, lo que se atribuye a mayor retencidn de

enzima en |a cuajada
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» No exisle una diferencia significativa en cuanto al perfil de 4cidos grasos libres
generados durante la maduracién del quesc entre el uso de la lipasa comercial de

origen animal encapsulada y la lipasa encapsulada obtenida de Penicillium

caseicolum.

7-RECOMENDACIONES.
Se recomienda realizar:

a) un estudio del comportamiento estructural de los liposomas durante su adicion al

queso y su posterior maduracion.

b) un estudio practico de retencién de liposomas en la cuajada durante la elaboracion

de quesos, asi como una evaluacién sensorial a todo lo largo del periodo de

maduracion.

c} un analisis de factibiliadad econdmica, incluyéndo costos preliminares de cada una

de las etapas as! como la verificacién de la relacién costo-beneficio de la técnica

sugerida.
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» No existe una diferencia significativa en cuanto al perfil de acidos grasos libres
generados durante la maduracion del dueso entre el uso de la lipasa comercial de

origen animal encapsulada y la lipasa encapsulada obtenida de Penicillium

caseicolum.

7-RECOMENDACIONES.

Se recomienda realizar:

a) un estudio del comportamiento estructural de los liposomas durante su adicién al

queso y su posterior maduracion.

b} un estudio préctico de relencién de liposomas en la cuajada durante la elaboracion

de quesos, asi como una evaluacion sensorial a todo lo largo de! periodo de

maduracién.

¢) un anaiisis de factibiliadad econémica, incluyéndo costos preliminares de ¢ada una

de las etapas asi como la verificacién de la relacién costo-beneficio de Ia técnica

sugerida.
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Anexos

ANEXO 1
DEFINICIONES DE LOS DESCRIPTORES GENERADOS POR LOS JUECES

AROMA

Crema Acida: Olor a leche agria.
Lacteo: Olor a leche fresca.
Acido Butirico: Olor a Mantequilla.

Acido Acetico: Olor a Vinagre y que causa pungencia en la nariz.

SABOR

Acido Butirico: Como Aceite Cxidado

Lacteo: Sabor a Leche Fresca.

Salado: Sensacion que se percibe en la parte lateral delantera de la lengua.
Jabonoso: Sabor a Jabdn.

Crema Acida: Sabor a leche agria

RESABIO

Amargo: Sensacidn que se percibe en la parte central, de atras de la lengua.

Metalico: Sensacidn astringente que se percibe en toda la boca.

Grasoso. Sensacidén que se siente como una pelicula o capa de aceite {(en buenas
condiciones) en la boca, despues de comer algo muy grasoso.

Dulce: Sensacidn que se percibe en la punta de |a lengua.
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ANEXO 2
SIMBOLOGIA PARA IDENTIFICACION DEL GRADO DE INTENSIDAD DE CADA

DESCRIPTOR.
0 No presente
X Umbral o inicio de
identificacién
+ Ligero
++ Moderado
+++ Intenso

SIMBOLOGIA PARA IDENTIFICACION DE LA ESCALA DE RESABIO Y AMPLITUD O
IMPRESION GLOBAL DEL SABOR U AROMA

X Muy Bajo
1 Bajo
2 Medio

3 Alto
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ANEXO 3

HOJA DE RESPUESTAS PARA EL ANALISIS DE PERFIL DE SABOR

Nombre

AROMA:

Crema Acida
Lacteo
Acido Butirico

Acido Acetico

SABOR:
Acido Butirico
Lacteo
Salado
Jabonoso

Crema Acida

RESABIO
Amargo
Metélico

Grasoso

Fecha Juez
Queso
Amplitud
Intensidad
Intensidad
Amplitud
intensidad
Amplitud
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