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Capitulo 1
Introduccion y Objetivos

7.1. INTRODUCCION

Las bacterias acido-lacticas son industrialmente importantes en [a

produccion de yogurt y quesos y cuyas caracteristicas metabalicas relevantes
para estos fines son fa produccion de acido lactico y otros subproductos de

imporiancia organoléptica v, en casos especificos, la sintesis de polisacarido.
P g ¢ D P

La sintesis de polisacarido exiracelular con propiedades adhesivas
sintetizado por bacterias (llamadas por esta razon bacterias filantes) se
conoce desde 1880; ahora se sabe que una gran cantidad de bacterias y
algunos hongos producen este iipo de polimeros y cuya estructura guimica

puede ser muy diversa (Whitfield, 1988).

Debido a muchas variables que los caracterizan (tales como el nimero
y combinacion de monosacaridos, sustituyentes y tipos de uniones entre ellos)
hacen a estos polisacaridos extracelulares sumamente aplicables en

muchisimos campos (Whitfield, 1988).



Lapitieg |

En el campo particular de los alimentos se han utilizado como aditivos
alimentarios (goma xantana y gelano), y como estabilizantes debido a que
aumentan fa viscosidad del medio y actlan como agentes ligantes de agua,
{Cerning, 1995, De Vuyst y Degeest, 1999).

En ia industria lactea en particular ha surgido un gran interés en el uso
de cepas filantes ya que en los dltimos afios se han usado en la elaboracion
de yogurt, mejorando considerablemente sus propiedades reologicas vy
disminuyendo notablemente la sinéresis o separacion del suero, lo cual
representa una ventaja econdmica ya que permile, en algunos casos, el
ahorro de leche y estabilizantes, ademéas de una ventaja legal ya que se
puede omitir el uso de estos aditivos artificiales en el yogurt. (Villegas, 1995).
Esto se aplica principalmente en paises en donde el usoc de establilizantes no
esta permitido, uno de los cuales es México.

No obstante ia veniaja que represenia ei uso de estas cepas en ia
produccion de yogurt, existen pocos estudios con relacién a su uso vy
aplicacion en la produccion de quescs. Perry y col. {1995) demostrarcn que e
uso de estas cepas en queso Mozarella bajo en grasa aumentan su
rendimiento y mejoran sus propiedades organolépticas. Esto es explicado por
Low y col. (1988), en donde se hace manifiesto que el exopolisacérido
producido por Streptococcus thermophillus v Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus tiene la capacidad de unir grandes cantidades de agua e incluso de
ser un sustituto de la grasa, ya que actla de manera similar creando los
espacios que los gldbulos de grasa ocupan en los cuales el agua es retenida,

ademas de contribuir en el aspecio sensorial de los mismos.
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Por io anterior, se pretende utlizar la bacteria Streptococcus
thermophillus SY-102 cepa filante en la producciéon de queso tipo panela y
manchego para estudiar los beneficios gue se pueden obiener en el

rendimiento y composicion de los mismos.

1.2.0BJFTIVOS
1.2.1 GENERAL

¢ Evaluar los cambios y beneficios obtenidos por el usc de una bacteria
productora de exopolisacarido (Strepfococcus thermophillus SY-102) en el
rendimiento vy propiedades fisicoquimicas de quesos tipc Panela y

Manchego, sola o en combinacion con el incremento de sélidos de leche.

1.2.2 PARTICULARES

¢ Determinar indirectamente la presencia del exopolisacarido mediante la
medicién del cambio en la viscosidad aparente registrada durante ia

fermentacion de la leche.

¢ Evaluar los beneficios obtenidos con el uso de Strepfococcus thermophilfus
SY-102 productor de exopolisacarido en queso tipo panela y manchego de
acuerdo a los cambios en la humedad, rendimiento y composicion del

queso.

¢+ Evaluar mediante un analisis microscopico para observar |las diferencias

producidas por el polimero en la estructura de los quesos.

¢ Determinar el efecto en los mismos parametros at aumentar ia cantidad de

solidos fotales en |z leche.



Capitulo 2
Generalidades

2.7 LA LECHE: COMPOSICION

La leche es el alimento natural del mamifero recién nacido, a quién

properciona la Unica fuente de nutrientes durante el periodo inmediatamente

posterior al nacimiento{ Porter,1975).

La leche posee un alto valor nutrimental. Se considera un alimento
complejo, con mas de 100,000 componentes de distintas especies
moleculares. Existen muchos factores que pueden afectar la composicién de
la leche: la alimentacion dada a la vaca, la raza de la misma, variaciones
estacionales y geograficas. Debido a esio, solo se puede dar una composicién

aproximada de la leche (Tabla 1):
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TaBLA 1
CCoMPOSICION GENERAL DE LA LECHE

e an CANTIDAD EN100G..
"COMPONENTE, /Il 1w i e KA - E TECHEY ot
e Agua 88 ¢
o Grasa 3.84¢g
o SOlidos no grasos: 884g
- Proteinas (3/4 caseina) 334
- Lactosa 48¢g
- Minerales (Ca, P, Mg, Na, Zn, Cl, Fe, Cu,
sulfato, bicarbonato, citrato y otros) 121 mg

La leche también ccntiene una gran variedad de enzimas como:
peroxidasa, catalasa, fosfatasa, lipasa y vitaminas (A,C, D, tiamina, riboflavina

y otras) (Fox y Cameron, 1982).

2.1.1 PROTEINAS

La leche contiene como términe medio un 3.2% de proteinas de las que
tre las caseinas, que
precipitan a pH 4.6, y las otras proteinas gue se denominan proteinas del
lactosuero y que no precipitan con las caseinas a menos que previamente
hayan sido desnaturalizadas por el calor u otros tratamientos. Las proteinas
del lactosuero incluyen a la wo-lactoalbdminas, las p-lactoglobulina y la
albimina sérica entre ofras; es importante sefialar que estas proteinas son
mas ricas que la caseina en tres de los aminoacidos mas importantes en la
alimentacion humana: lisina, metionina y triptéfano. También son mas ricas en
aminoacidos sulfurados, lo que influye en la disminucion de la estabilidad

frente al calor de la B-lactoglobulina (Rief, 1991).
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El contenido de nitrégeno en la leche esta distribuido entre las caseinas

(75%),

las proteinas del suero (18%) y el nitrégeno no proteico (6%). La

concentracion proteica de [a leche se muestra en la tabla 2 es la siguiente:

TAaBLA 2

CONCENTRACION DE LAS PROTEINAS CONSTITUTIVAS DE LA LECHE

o T . e SBNGENTRAGION. | i il
%’T % : : . . (
§‘siu$lpe§' E&EROTEI_M gﬁaﬂl‘)s” I:t%FQs]EEEQEQW " QRCENTA.QE&%‘%‘
Proteina Total 33 100
Caseinas Totales 26 75
- o-81 10 306
- -82 2.6 8.0
B 9.3 28.4
- 3.3 10.1
Proteinas del Suero 6.3 19.3
- a-lactoalbdmina 1.2 3.7
- B-lactoglobulina 3.2 9.8
04 1.2
ASB 07 2.1
- Inmunoglobulina o <!
- Proteasa-peptona Yo <4

(http://www.foodsci.uoguelph.ca/dairyedu/chem.himi)

2.1.1.1 Las caseinas

Las caseinas de la leche estan en forma de fosfo-caseinato calcico. Se

distinguen cuatro tipos de caseinas primarias: la caseina as1 (peso molecular
de 23,600), la caseina as2 (peso molecular de 25,150), la caseina B (peso
molecular de 24,000), la caseina x (peso molecular de 19,000), y otras
caseinas derivadas como las caseinas vy, as0, las caseinas )., stc. Las

. . I 2+ . + - un
caseinas a y B son sensibles al Ca®', mientras que las caseinas x tiene un

papel estabilizante de las micelas de caseina frente ai Ca**

5
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Las caseinas a son mas ricas en P vy esto las hace mas sensibles al
calcio. También son ricas en grupos acidos fibres. Contienen varios
agrupamientos fosfoserilo y por tanto son las mas hidrofilicas. Su punto

isoeléctrico es el mas bajo (pH 4.1).

Las caseinas B son solubles a baja temperatura (2°C). Contienen
mengs P pero son mas ricas en S que las caseinas «. Contiene solamente un
agrupamiento fosfoserilo en la secuencia N-terminal y la gran secuencia C-
terminal restante es muy hidrofébica. Por tanto, la p-caseina es la mas
hidrofébica de todas las proteinas de ia leche y la mas dependiente de la

temperatura. Tienen su punto isoeléctrico a pH 4.9.

La caseina x son proteinas solubles alin en presencia de una alta
concentracién de iones Ca®" Es pobre en P y rica en segmentos glicésidos.
En el sustrato especifico de la accién proteolitica del cuajo y esta constituida
por el segmento terminal aminado que es la para-x-caseina, caracterizada por
residuos hidrofébicos. El oftro segmento terminal es el carboxilo, conocido
como el glicomacropéptido hidrofilico, de caracter acido y, en consecuencia,

electronegativo.

La naturaleza amfifilica de la estructura de la x-caseina es un factor
clave de la capacidad (nica de esta proteina para estabilizar la micela de
caseina de la leche. La x-caseina contiene sdlo un residuo fosfoserilo en su
dominio polar a diferencia de las caseinas sensibles al calcio y por
consiguiente, no liga tanto Ca®". En consecuencia la x-caseina no es

precipitada por el Ca®* a la concentracién a [a que se encuentra en la leche.

~1
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Las caseinas poseen un cierto nimero de caracteres comunes:

La presencia de P bajo la forma de grupos fosfoserina
Su riqueza en ciertos aminoacidos {acido glutamico, leucina, prolina)
La fuerte proporcién de radicales apolares lo cual las hace de naturaleza

hidrofébica en algunos dominics.

Se diferencian [as unas de las otras por:

El numero de radicales fosfoserina

La presencia o ausencia-de: cistéina y de glucosidos.

Su caréacter mas o menos hidrofébico.

Su contenido en ciertos aminoacidos (prolina, tirosina). La presencia de
grupos fosfoserilos confiere a las caseinas una gran afinidad frente al Ca®",

el Mg®* v los oligoelementos (Bruler y Lenoir, 1990).

La composicion y estructura primaria de las caseinas les confiere

terminadas propiedades fisicoquimicas importanies:

Caracter aniénico marcade en medio neutro, debido a ia presencia de
radicales fosfoserina y/o a un namero importante de radicales del acido
glutédmico.

Insolubilidad en agua en el punto isoeléctrico (pH 4.6 para la caseina
entera) debido a la elevada proporcion de radicales apolares.
Comportamiento en medio calcico, relaciocnade con la existencia de
radicales fosfoserina, que determinan la complejacion del calcio por las
caseinas as1, as2 ¥ B; 0 que tiene por consecuencia disminuir su carga
eléctrica y su hidrofilicidad, determinandc su insolubilidad (Bruler v Lenoir
1990).
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2.1.1.2 Micelas de caseina: organizacidn y estabilidad

Las micelas de caseina son particulas esfericas formadas por la
asociacion de caseinas (as1 -0s2 - B -x) y de algunos fragmentos peptidicos
(las caseinas y) que aparecen como consecuencia de la protedlisis de la
caseina B y de componentes salinos entre los que hay que destacar el Ca** y
el PO~

No todas las micelas poseen las mismas dimensiones ni la misma
composicion.Las grandes micelas poseen una carga mineral mas elevada y

proporciones relativas de caseina B y k mas bajas que las

La estructura micelar aun no esta definida por completo. Se ha
propuesto un modelo en donde se dice que la micela estd formada por
subunidades de naturaleza exclusivamente proteica y de composicion
variable, que se asocian unas con otras a través de elementos minerales
(Ca**, Mg* y PO, % y citratos ) (Bruler y Lenoir, 1990).

Las subunidades poseen una forma esférica y un diametro medio de 15
a 20 nm, un peso molecular cercanc a 250,000 Da. La estructura de estas

submicelas no es uniforme como se muestra en la figura 1 A.

T
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Moldculas de k-caseina

Nuclec hidrofébico
Racimaos de Gag {POYs

A: subunidad micelar
B: micela

FIGURA 1A Y 1B. ESTRUCTURA DE LA MICELA DE CASEINA (BRULER Y LENOIR, 1990)

Estas poseerian un interior de naturaleza hidrofébica formado por las
partes apolares de las caseinas, y una cubierta de naturaleza polar (Bruler y
Lenoir, 1990).

Estas subunidades se juntan entre ellas a través de Ca®* v de fosfato
mineral {figura 2), dando iugar a fa formacion de la micela. Esta asociacion se
ve favorecida por los radicales fosfoserina localizados en el exterior de las
submicelas, en las cuales las proporciones de caseinas varian, especiaimente
de las o. El area supeificial de la parte polar de las w«-caseinas y en
consecuencia, privada de radicales de fijacidn de elementos minerales puede

ser mas o menos grande (Figura 1B).

1)
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Submicela

2] [Tow

SER - \
SFF!
Submicala

i

Ficura 2. ESQUEMA DE UNION DE DOS SUBMICELAS A TRAVES DEL FOSFATO
CALCICO. (BRULER Y LENOIR, 1290)

Las micelas de caseina presentan una gran estabilidad, siendo granulos

coloidales hidrofilos. Su estabilidad la deben principalmente a:

- Su carga neta: Caracter acido de [as caseinas.
- El gradc de hidratacion: las micelas de caseina fijan en efecto gran
cantidad de agua; una parte de dicha agua es inmovilizada en la superficie

formando una capa de hidratacién que protege y da estabilidad a la micela.
2.1.1.3 Proteinas del lactosuero

Las albuminas y ias globuiinas de ia leche son muy diferentes a las
caseinas. Son emulsoides verdaderos en el sentido de que presentan una
fuerte afinidad por el agua. Las albdminas y las globulinas no coagulan con ta

caseina por simple acidificacion a pH 4.6 como se comenté con anterioridad.
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Son proteinas termosensibles y se desnaturalizan por el calor a
temperaturas  superiores a ios tratamientos de pasteurizacion.
Cuantitativamente, representan el 20% de las proteinas totales. En [a leche
normal, el 80% de ellas son albiminas (B-latogiubulina, «-lactoalbdmina vy
albimina sérica), pero en el calostro, las globulinas verdaderas

(inmunoglobulinas) son las mayoritarias (Riel, 1991).

2.1.2 GrASA

La cantidad de grasa contenida en ia leche es de suma importancia ya
que la leche es vendida con base en este componente; la leche no sdlo es una
solucion y una dispersion coloidal (un sol), sino también una emulsion
(Charley,1997).

La grasa de la leche tiene una composicidn compleja. Enire ios
componentes predominan {os trigliceridos, que constituyen el 98% de ia grasa
lactea y se encuentiran pequefias cantidades de di- y monoglicéridos y acidos
grasos libres. También hay cantidades mensurabies de fosfolipidos, colesterol,

ésteres de colesterol y cerebrosidos (Varnam y Sutherland, 1995).

Para disminuir la energia libre de superficie de los lipidos en un medio
acuoso las moléculas de los lipidos se asocian formando grandes globulos
esféricos. La mayoria de los gldbulos varian de diametro entre 2 y 10um.
Alrededor del 60% de los fosfolipidos y del colesterol se hallan en los glébulos
grasos. Muchas de las enzimas con actividades importantes para las
propiedades de la leche, como la fosfatasa alcalina, xantina oxidasa,

fosfodiesterasa, elc., estan asociadas a la membrana. (Fenemma, 1995)
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La membrana del globuio de grasa estd compuesta basicamente por
fosfolipidos (Figura 3). Se orientan en grupos no polares en los globuios y los
grupos hidrofilicos en la fase acuosa para formar una pelicula del grueso de

una molécula alrededor de los gldbuios de grasa (Charley, 1997).

La membrana sirve para disminuir la interfase entre los lipidos vy el
suero, lo cual evita que los gldbulos floculen y coalescan.
http://iwww .foodsci.uoguelph.ca/dairvedu/chem html.

K9 Qo !
g 506857
o\ N’ 2e83 9, s g d S o)
qbb ?z?g?f PH f 1"?;? N/ PC
MempranIa =Q 1% I 2 joD) A: Triglicérico con aito
de! glcbulo = \w V0t £ / _pun_to dgfusu')n o
de grasa 8¢ B: Fosfolipigos con acidos
I PO {A) R e ) | grasos
C: Fosfolipidos
Oy vessenn () e (B) D: Poiopéptidos
o © e ® s

PC:- Primera capa
8C' Seniinda cana

FiGURA 3. MEMBRANA DEL GLOBULO DE GRASA.
{CENTRO DE INVESTIGACION DANIEL CARASSO DE DANONE1995).
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2.1.3 LACTOSA

La lactosa es un disacarido formado por una molécula de giucosa y ofra

de galactosa.

Galactosa Glucosa

FIGURA 4. MOLECULA DE LACTOSA.
{HTTP://WWW.FOODSCIL.OUGUELPH.CA/DAIRYEDU/CHEM.HTML)

Los carbohidratos presentes en la leche son esencialmente la lactosa y

algunos ofros que se encuentran en muy bajas concentraciones como la
glucosa vy la galactosa (0.1%). Este disacéarido esta compuesto por o y -
glucosa y B-galactoasa; dependiendo del tipo de glucosa que intervenga en ia
molécula, la lactosa tiene dos formas anoméricas (o« 6 () que tienen
propiedades fisicoguimicas compietamente diferentes {solubilidad, refraccidn

de la luz, ete.) (Garcia-Garibay y col. 1993).

La lactosa es un azlcar relativamente poco soluble si ta comparamos
con la sacarosa; su solubilidad aumenta con la temperatura. La lactosa
comerciai («) tiene un poder edulcorante cuatro veces menor que la sacarosa.
Comparativamente, la lactesa 3 tiene un poder edulcorante mas eievado,

ademas de ser mas soluble que la lactosa o (Riel, 1891).

If
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Una de las principales funciones tecnolégicas de este disacéarido es que
es el susfrato fermentable de las bacterias acido lacticas, ias cuales a partir de
la lactosa producen é&cido lactico (ventaja competitiva ante las bacterias
patégenas) lo cual es el inicio de muchos productos lacteos fermentados.

hitp://www.foodsci.uoguelph.ca/dairyedu/chem.htmi)

2.1.4 VITAMINAS ¥ MINERALES

Las vitaminas son sustanciaé organicas esenciales para los procesos
biologicos. La leche incluye las vitaminas liposolubles A, D, E y K., y también
provee de vitaminas hidrosoiubles:B1 — tiamina, B2 — riboflavina, B8 -
pirridoxina, B12 — cianocobalamina, Niacina y Acido pantotenico. También
posee vitamina C (acido ascorbico) la cual faciimente se destruye por

oxidacion.

LOS minerales mas imporianies en la ieche son los bicarbonatos,
cloruros y citratos de calcio, magnesio, potasio v sodio. Todos los minerales se
distribuyen entre una fase soluble y una fase coloidal y mientras ios iones
monovalentes se encuentran en gran parte o en su totalidad en la fase soluble,
hasta el 66% de calcio y el 55% de fosforo pueden estar en [a fase coloidal.
(Varnam y Sutherland, 1995).

2.1.5 ENZIMAS

Las enzimas son un grupo de proteinas que tienen la habilidad de catalizar
reacciones quimicas; la actividad enzimatica es muy especifica, esto es que
cada enzima actUa sobre su susirato. En la Tabla 3 se presentan otras

enzimas presentes en la ieche;

.
et
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TABLA 3 . ENZIMAS PRESENTES EN LA LECHE DE VACA

e T i "OXIDORREDUCTASAS " - AR Al
Xantina oxidasa Superoxndo dlsmutasa
Sulfidril oxidasa Catalasa
] Lactoperoxidasa Diaforasa

R e ke e TRANSFEREEAS IE a0 i W
UDP- Rlbonucleasa
Galactosiltransferasa lﬁlutamlftransferasa

A Ll el T < HIDROBASAS <l Wupee i
Proteasa B-Esterasa
Lipasa Colinesterasa
Lisozima Alfa-amilasa
Fosfoproteina 5-Nucleotidasa

_ fosfatasa

W T T LRSAS ,

Aldolasa Carboénice anhidrasa

lL.as proteasas vy lipasas son particularmente importantes debido a sus
efectos sobre el aroma y la esiabilidad de las proteinas. Las oxidorreductasas
también pueden tener efecios sobre la estabilidad del aroma debido a su
influencia sobre el estado oxidativo, particularmente de la fraccion lipidica

(Fenemma, 1895).

16
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2.2 EL QUESO

2.2.1 DEFINICION

A continuacién se presentan dos de las principales definiciones que se

manejan principalmente:

a)

Quesos: Productos elaborados con la cuajada de leche estandarizada y
pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de
crema, obtenida por la coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes
lacticos, enzimas apropiadas, écidos organicos comestibles y con o sin
tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin
adicion de fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e
ingredientes comestibles opcionales, dando fugar a las diferentes
variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco, madurado o
procesado ( NOM-121-SSA1-1594 ).

Por empleo de técnicas de fabricacién que implican la coagulacion de la
leche y/o de materias primas provenientes de ésta, a fin de obtener un
producto terminado que posea las mismas caracteristicas fisicas, quimicas
y organolepticas que el producto definide anteriormente (A-6 Cddigo de
Principios FAQ/OMS).

2.2.2 HISTORIADEL QUESO

El origen del queso se remonta {an lejos como las sociedades

organizadas. Desde la domesticacion se explofaron ciertos mamiferos,

tomaron su leche y persistieron en conservarla. Existen evidencias pictoricas

7
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que se remontan al tercer milenio a.C. que revelan que |0s sumerios
ordefiaban su ganado y transformaban la leche. También en Egipto, en la
tumba del faraén Horus-aha se hallaron recipientes con indicios de leche

cuajada.

Es muy probable que, histéricamente, el primer tipo de queso que se
obtuvo fue por via acida, al coagularse la leche por precipitacion de las
caseinas. Posteriormente la cuajada se fraccioné por agitacion o por un
cortado tosco, y el suero expulsado se elimind, quedando una masa de solidos

lacteos concentrados.

Sin embargo, es también posible que, segin algunas hipotesis, algin
noémada en tiempos remotos descubrié el cuajado de la leche, al portar
durante su trayecto leche tibia en un odre ("cuero" de rumiante seco y cosido;
esto es, de panza). Del paso del cuajado de la leche (en este caso por via
enzimatica al actuar ia quimosina o pepsina de ia panza del rumiante} a ta
elaboracion de un queso sencillo, solo bastaba la separacién del suero de la

cuajada y la compresién manual de ésta para darie alguna forma.

También se explica el descubrimiento del cuajado enzimatico de la
leche por el descubrimiento casual {en épocas remotas) de particulas de leche

cuajada en el cuajar de un cabrito, corderg o ternerc.

Sin duda, logros sustanciales en la fabricacion del queso en el plano
histérico fueron el secado de la cuajada, el moldeado, el salado vy el prensado,
procesos todos que mejoraron la capacidad de conservacion del producto y su
atractivo {Villegas, 1993).

14
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2.2.3 CLASIFICACION Y COMPOSICION DE LOS QUESOS

Existen diferentes formas en las que los quesos pueden clasifirse, por su

proceso se clasifican en;

AjFrescos

Frescales: Panela, Canasfo, Sierra, Ranchero, Fresco, Bianco,
Enchiiado, Adobado.

De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del Morral, Adobera.

Acidificados: Cottage, Crema, Daoble crema, Petit Suisse, Nuefchatel.

B)Madurados

Madurados prensados de pasta dura: Afigjo, Parmesano, Cotija,

Reggianito.

Madurados prensados: Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego,
Brick, Edam, Gouda, Gruyere, Emmental. Cheshire, Holandés,
Amsterdam, Butterkase, Couiomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo,
Havarti, Harzer-Kase, Herrgardsost, Huskalisosi, Leidse, Maribo,
Norvergia, Provolone, Port Salut, Romadur, Saint Paulin, Samsoe,

Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.

De maduracidon con mohos: Azul, Cabrales, Camembert,

Roquefort, Danablu, Limburgo, Brie.

C)Procesados:

Fundidos y

Fundidos para untar.(NOM-121-SSA1-1994).



TABLA 4. COMPOSICION GRUESA DE ALGUNOS QUESOS.
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Sé}ldos S

)

ipg, o el Easa ofe a C 1za=.sé Saf |12 He
Wempree “jpai RS om0 e S|
Cotagge jU.S.A Blanda 21.0 1.0 1.0 50
Pettit Suiza. | pianga No |550! 450 1 350 12 1101 46
Suisse Francia
Neufchate! Francia Blanda No 62.0 38.0 21.0 1.1 0.75| 46
Q.Crema Varios Blanda No 50.0 50.0 50.0 10.0 1.3 ] 075
Camembert Francia Blanda Si 52.5 47.5 23.0 3.8 25 69
Limburger Bélgica Blanda Si 450 | 55.0 28.0 4.8 20| 68
Munster Francia Blanda Si 4.03 57.0 29.0 4.4 1.8 8.2
Livarot Francia Blanda Si 48.5 1 525 282 3.7 221 6.2
Panela México Blanda No 484 [ 5185 [ 225 22 18] 54
Feta Israel Blanda S 60.0 40.0 20.2 2.3 2.2 4.3
Céfg&;fd Francia | Blanda si |s00| 410 | 190 18 |20 60
Blue Dinamarca | Semidura Si 42.0 58.0 29.0 6.0 451 65
Requefort Francia Semidura Si 40.0 | 60.0 31.0 6.0 3.5 | 64
Stilton Inglaterra | Semidura Si 495 ] 805 | 240 3.0 2.1 5.6
Brick U.s.A Semidura Si 40.0 | 80.0 30.0 4.4 191 64
Chfi‘i?irca o U.SA Semidura |  Si 370 | 83.0 | 320 41 1151 55
Edam Holanda Semidura Si 43.0 57.0 24.0 3.0 2.0 5.7
Gouda Holanda Semidura Si 41.0 58.0 28.5 3.0 2.0 5.8
Provolone ttalia Semidura Si 425 57.5 270 4.0 3.0 54
Mozarella [talia Semidura No 54.0 46.0 18.0 2.3 0.7 5.2
Diambo Dinamarca | Semidura S 44.3 55.7 24.7 3.9 2.0 57
Duniop Escocia Semidura St 37.4 52.6 26.7 42 2.0 57
Fonting italia Semidura 3 42.8 57.2 253 33 1.2 58
Manchego Espafna Semidura Si 38.0 62.0 27.0 3.6 1.5 | 5.8
Maribo Dinamarca { Semidura Si 43.2 56.8 26.5 2.6 1.5 57
Serra Portugal | Semudura Si 49.0 | 516 | 275 2.8 18] 65
Sansoe Dinamarca | Semidura Si 400 | 80.0 270 37 18§ 55
Emmental Suiza Dura Si 35.5 64.5 30.5 3.5 1.2 5.6
Grana ltalia Dura Si 31.0 69.0 25.0 54 26 54
Gruyere Francia Dura Si 33.5 66.5 300 . 4.1 1.1 57
Romano Yala Dua | Si 230 230 77.0 24.0 350 1105 55
Cantal Francia | Dura Si [343] 657 | 310 27.2 30 15| 55
Comte Francia Dura Si 335 | 66.5 30.0 30.0 4.0 1.1 57
Gloucester inglatera |Dura | Si 367 | 833 31.0 27.0 4.3 1.8 ] 54
Parmesanc alia Dura Si 285 71.5 28.2 342 56 2.3 5.5
Pecorino ltalia Dura Si 285 705 326 26.6 7.8 4.7 5.4
Shrinz Suiza Dura Si 18.0 82.C 38.0 31.8 48 2.0 54

(Viliegas, 1993)
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2.2.4 QuEso TiPo PANELA

2.2.4.1 Antecedentes

Como en la mayoria de ios quesos mexicanos, no se sabe con certeza
cual es el origen de este producto. Algunos lo trazan en la region de los
Balcanes, en donde se elaboran ciertos quesos rusticos moldeados en cestos;
lo mismo sucede en la peninsula italica. Atn en el mismo nombre de "Panela”
es dificil de seguirle la huelia, no se sabe si tiene que ver con ef nombre de los
cestos de pan, si viene de la palabra “panna”, que significa crema en italiano o
si se asemeja al piloncillo mexicano-producto rdstico de la concentracion del

jugo de cafia o guarapo- conocido como "panela” en varias regiones del pais.

Sin embargo se puede hipotetizar gue el Panela es un queso oriundo
realmente de México, pues si bien el ganado vy la leche son de origen espafiol,
los cestos y los canastilios provienen de ias cuituras indigenas prehispanicas.
(Villegas, 1993)

2.2.4.2 Definicion y caracteristicas generales.

El queso panela es un queso fresco, de pasta blanda, autoprensado
elaborado con leche pasteurizada de vaca (ocasionalmente de cabra), entera

o parcialmente descremada.

Su composicion incluye un porcentaje elevado de agua y es por éllo
altamente perecedero, de ahi que tenga que conservarse bajo refrigeracion. Al

comercializarse poco tiempo después de su elaboracion muestra un color
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blanco brillante, una pasta faciimente tajable v un sabor lacteo ligeramente

agri-salado.

Uno de los rasgos caracteristicos de este queso es e! moldeado de la
cuajada que se efecila en tipicos cestos ¢ canastos de mimbre, palma o
catrizo, en donde adquiere su forma caracteristicas por autoprensado, durante

varias horas (Villegas, 1993).

2.2.4.3 Composicion del gueso Panela

TAaBLA 5. ToOMPOSICION DEL QUESO PANELA PERTENECIENTE A DOS MARCAS
DIFERENTES

ARCAAGU

SBUb0s | IGHASA
RN . i e
Toraies

e

Sl ?éf i
M1 58.0 42.0 20.0
M2 48.4 51.6 225 23.3 2.4 1.8 1 54

Como se observa en a Tabla 5 entre las dos marcas de quescs panela
existe una marcada diferencia en cuanto al porcentaje de agua y de solidos
totales. Esto podria explicarse debido a que este tipo de queso puede secarse

mas o menos intensamente durante el trabajo del grano (Villegas, 1993).

2.2.5 QuEso TiPO MANCHEGO

2.2.5.%1 Antecedentes

El queso tipo Manchego mexicano tiene (por el tipo de leche que

emplea) poco que ver con el Manchego original espafic! que se elabora con
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leche de oveja en la region de ia Mancha (Toledo, Albacete y Cuenca), en

donde su eiaboracién se realiza de forma artesanal para consumo domeéstico.

En todo caso, el tipo Manchego mexicano comparte con ¢l espafiol
semejanzas en la forma cilindrico-plana, el peso enire 2 y 5 kg v €l tipo de
pasta. No obstante, difiere en el periodo de maduracion, pues mientras el
mexicano sufre una maduracion ligera que no va mas alla de 2-3 semanas,
comercialmente, el espafiol se afina durante varios meses (hasta 6). Este
hecho se traduce en un gusto mas pronunciado (agudizado por la grasa de la
leche de oveja) y una pasta mas rica y suave del auténtico Manchego
(Villegas, 1993).

2.2.5.2 Caracteristicas generales

En México, el tipo Manchego es un queso elaborado con leche entera
{frecuentemente estandarizada con grasa) de vaca, pasteurizada y adicionada
con fermentos [acticos mesofilos tales como Lactococcus lactis y Lactococcus

cremoris.

Puede clasificarse comoc un queso de pasta semidura prensada, no
cocida, tajable y madurada. Cuando madura presenta un color amarillo pélido

atractivo, una textura suave y un sabor-aroma muy agradable.

Este es uno de ios quesos mas apreciados por los consumidores
mexicanos en todo el pais, sobre todo en el medio urbano. En algunos
procesos de elaboracidn, se puede sustituir parte de! suero por agua tibia, lo

gue se traduce en una pasta lavada, susceptible de maduracion mas rapida.
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2.2.5.3 Composicidn

Una composicion basica, representativa de la calidad comercial de

queso tipo Manchego mexicano se muestra la tabla 6.

TABLA 6. COMPOSICION BASICA DEL QUESC TIPO MANCHEGO MEXICANO®

“Grasa . i{iProtein .Ceé
ines ~ of
A ARS

Yol

fi

41.0 58.3 29.4 1225 3.8 2.4 54

*Promedioc de 10 marcas comerciales.

(Villegas, 1993)

2.3 ETAPAS EN LA ELABORACION DEL QUESO

Se pueden distinguir cinco operaciones fundamentales comunes en la
fabricacidén de quesos: la preparacion de l[a leche, la coagulacidon, el
desuerado, moldeo y prensado el salado y la maduracion (Garcia-Garibay v
col. 1993).

2.3.1 PREPARACION DE LA LECHE

2.3.1.1 Estandarizacion

La estandarizacion se ha basadoc simplemente en la adicidén de leche
desnatada, crema o el desnatado de la leche a cuajar. Las razones por las que
se aconseja estandarizar |a leche son: el tener la misma calidad en el queso a
nesar de las variaciones nultricionales en la composicion de la leche y razones
econdémicas que han aconsejado la elaboracion de quesos con diversos

contenidos de grasa entre ofras. (Scott,1991).
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2.3.1.2 Pasteurizacion

En la elaboracion de quesos la pasteurizacion es obiligatoria en la mayoria
de los casos. Las misiones que se consideran mas importantes en la

pasteurizacion son:

1) Destruccion de microorganismos patogenos perjudiciales para la salud del

consumidor,

2) Reduccién del nimero total de bacterias presentes, con o que se puede

protongar su periodo de consumo y utilizacion.

3) Inactivacidn de ciertas bacterias y enzimas perjudiciales en la elaboracién
de quesos. Por ofro lado, también hay que destacar la destruccion de

bacterias y enzimas beneficiosas (Madrid, 1994).
2.3.1.3 Homogeneizacioén
El proceso de homogeneizacion de la leche contribuye a una reduccidn
del tamafio de los gldbulos grasos y a una distribucién mas uniforme, lo que
hace que la cuajada se vuelva mas homogénea (Dumais y col. 1991).
2.3.1.4 Maduracioén de la leche
Ademas de la necestdad de reestablecer los equilibrios fisicogquimicos

eventualmente por un mantenimiento de la leche en frio, la maduracién tiene

como finalidad esencial el hacer que la leche adquiera las maximas cualidades

Tu
L%
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como medio de cultivo para los fermentos lacticos y el evitar la implantacidn
eventual de microorganismos perjudiciales. patogenos o tecnologicamente
peligrosos. Asi, se ha visto que la maduracion de ia leche ha permiiido no
Unicamente acelerar las operaciones tecnoldgicas, si no también intensificar
los procesos bioguimicos que se desarrollan durante el afinado de 1os quesos
(Richard y col.1990).

2.3.2 COAGULACION

La coagulacion de la leche que se traduce en la formacion de un gel, es
el resultado de las modificaciones biogimicas y fisicoguimicas que intervienen
a nivel de las micelas de caseina; los mecanismos que intervienen en la
formacion del coagulo difieren totalmente dependiendo si son modificaciones
inducidas por la acidificacion o bien, por la accion de enzimas coagulantes
{(N&el, 1990).

2.3.2.1 Coagulacion por acidificacién

Esta forma de coagulacion de las caseinas implica la accion de acidos
organicos tales como el lactico, el acético o el citrico, primero sobre las

micelas caseinicas y luego sobre las moléculas de caseina o las submicelas.

El fundamento de [a precipitacién se da en la desmineralizacion gradual
de [as micelas al migrar el calcio y los fosfatos hacia la fase acuosa por accion
de iones hidrégeno {(H") proporcionados por el acido. Si se alcanza un pH
alrededor de 4.7 las moléculas de caseina precipitan al arrbar a su punto

isoeléctrico. Asi una cuajada obtenida por via acida estara préacticamente
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desmineralizada, en tanto que el suero contendra una elevada concentracion

de minerales {calcio, foésforo, magnesio, potsio, etc.) (Villegas 1993).

2.3.2.2 Coagulacién por ia accion de enzimas

El cuajo, mezcla de quimosina y pepsina excretado en el estomago de
los rumiantes lactantes, es la enzima coagulante mejor conocida y que permite

la obtencion de quesos de mayor calidad.

Se distinguen dos etapas en el proceso de la coagulacion de la leche:

¢ Fase primaria, enzimatica, durante la cual el cuajo ataca al componente
estabilizante de la micela, k-la caseina, con liberacion de un péptido, el
caseinomacropéptido. Corresponde a la hidrélisis de la x-caseina en un
determinado enlace peptidico: el enlace Phe1os — Metygs. La cadena de la
K-caseina se encuentra cortada en dos segmentos: el segmento 1-105
corresponde  a la para-x-caseina, el segmentc 106-169 al

caseinomacropéptido (Bruler y Lenaoir, 1990).

¢ Fase secundaria, fase de coagulacion gue corresponde a la formacion del
gel per asociacion de las micelas de caseina modificadas bajo la accion de

la enzima.

La liberacion del caseinomacropéptido v su paso al suero determina una
disminucion importante de la carga de las micelas y también de su grado de
hidratacion. Los dos factores de estabilidad se ven de esta manera afectados,

pudiéndose en esta nueva situacion establecer enlaces intermicelares que
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conducen a la formacion del gel. La agregacién no empieza hasta gue el 85-

90% de la k-caseina ha sido hidrolizada (Bruler y Lenoir,1990).

2.3.2.3 Factores de coagulacion por el cuzjo

Existen diversos factores por los cuales se ve afectada la etapa de

coagulacidn entre los que se encuentran:

A) Concentracién de la enzima: E!l tiempo de coagulacion es
inversamente proporcional a ia cantidad de enzima. La concentracion de la
enzima influye también sobre los caracteres reoldgicos del gel,
especialmente en su velocidad de endurecimiento, su dureza méxima y su

elasticidad {Bruler y Lenoir, 1990).

B) Temperatura: por debajo de 10°C, [a coagulacion de la ieche no se

Por encima de 20°C, aumenta progresivamente hasta 40-42°C;
posteriormente empieza a disminuir conforme va aumentando ia
temperatura. Hay que hacer notar que la temperatura influye también scbre

la velocidad de endurecimiento del gel (Bruler y Lenoir, 1990).

C) pH: el tiempc de coagulacion es mas corto y el gel mas duro a medida

que el pH desciende por debajo del pH normal de la leche. Contrariamente,
a pH elevado, superior a 7, no se produce la coagulacion (Bruler y Lenoir,
1990).
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D) Calcio soluble: La presencia del ion da como resuifado el aumento en
la velocidad de coagulacion y también el aumento en [a dureza del gel.
(Garcia-Garibay y col. 1983}

2.3.3 DESUERADO

El desuerado se presenta en dos fases. La primera es el desuerado
propiamente dicho o desuerado principal, durante el cual la mayor parte del
lactosuero es eliminado; esta fase se sitla entre el fin de la coagulacién vy el
final del moldeado. La segunda es el desuerado complementarioc que va desde
que se saca del molde hasta el inicio de la maduracidn; esenciaimente es
debido a la operacidon del salado, y secundariamente al oreado. El papel del
desuerado no se limita a la obtencidn de un coagulo con una determinada
cantidad de agua; permite también la regularizacion de la mineralizacién de la
cuajada y del nivel de lactosa en la misma, lo que posteriormente traera
consecuencias en caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del producto

Weber, 1990).

—h
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2.3.3.1 Mecanismos del desuerado

Los mecanismos fundamentales del desuerado son distintos segun si el

coagulo obtenido sea de tipo enzimatico o det tipo acido.

Aj Coaguloc obtenido por accidn enzimatica

La sinéresis de los coagulos de tipo enzimatico puede ser considerada

como el resuliado de una interaccidn continua proteina-proteina debido a la

formacién de diversos enlaces como resultado de la reduccion del agua de



hidratacidén que rodea las micelas. Para favorecer el desuerado, es necesario
multiplicar la superficie de exudacién & través del cortado de la cuajada
{(Weber, 1990).

2.3.4 SALADO

Habitualmente se reconoce que el cloruro de sodio adicionado a los
guesos posee los siguientes papeles: completa el desuerado del queso
favoreciendo el drenaje de la fase acuosa libre de la pasta; modifica,
igualmente, la hidratacion de las proteinas e interviene en la formacién de la
corteza y aporta su gusto caracteristico y la propiedad de potenciar o de
enmascarar el sabor de determinadas sustancias que aparecen a lo largo de

la curacién del queso.

La funcion mas importante del salado es la de regular la fase de

tiende a disminuir la actividad del agua (Hardy, 1930).

El salado se puede realizar sobre la superficie del queso, por bafio en
salmuera o por aplicacion directa de la sal en seco (Garcia-Garibay y col.
1993).

2.3.5 MADURACION

La transformacion del coagulo de caseina en queso resulta de la accion
de dos grupos de factores: internos y externos. Los primeros incluyen las
propiedades fisicoguimicas del coagulo y los agentes de maduracion

{microorganismos y enzimas).

36



Capiculo 2

Los segundos son las condiciones del ambiente que dirigen la actividad
de ilos agentes de maduracion para oblener las caracteristicas deseabies de
cada queso. Entre las propiedades del coagulo que tiene mas influencia
directa sobre el desarrollo de la maduracion se encuentran el pH vy la actividad

del agua (Garcia-Garibay y col. 1993).

2.3.5.1 pH

Al principio de la maduracidn ‘el pH se asocia a los tratamientos previos;
éste puede ir de 4.3 a 4.5 para los quesos frescos hasta 5.0 a 5.2 para los
quesos prensados y cocinados. En la maduracion el pH tiende a subir por el
coensumo de acido lactico y formacién de compuestos alcalinos. Asi pues, el
pH determina el desarrolio de microorganismos, la actividad enzimatica y la
textura del queso (Garcia-Garibay y col.,1993).
2.3.5.2 Actividad del Agua {(Aw)

La actividad del agua (Aw) es un factor muy importante para el
desarrollo de los microorganismos y la accion de [as enzimas, la disminucion
de la actividad del agua disminuye la actividad enzimatica, aumenta la

duracion de la fase de latencia de los microorganismos y disminuye

selectivamente su velocidad de crecimiento (Hardy, 1990).

2.3.5.3 Temperatura

Entre los factores externos estad la temperatura, la que determina en

buena medida el desarrollo de microorganismos y la actividad enzimatica.
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2.3.5.4 Lactosa

La lactosa puede ser metabolizada por numerosos microorganismos
presentes en la leche y quesos. La molecula, despues de haber pentrado en la
célula microbiana, es hidrolizada en glucosa y galactosa. Estos dos azlcares
son degradados a continuacion siguiendo diferentes rutas metabdlicas, siendo

las principales la via de |as hexosas difosfato y la de [a pentosa fosfato.

1) Via glicolitica de las hexosas difosfato: el acido pirGvico es totalmente
reducido a acido lactico (fermentacion). Esta via “homoiactica” en la cual
cuatrc moléculas de acido lactico se forman a parlir de una molécula de
lactosa metabolizada, es la seguida en los estreptococos lacticos v en la

mayoria de |os lactobacilos.

2) Via de las pentosa-fosfato: formacion de dos moléculas de acido lactico por
cada molécula de lactosa formandose también una moiécuia de CO,, de
etanol y de acido acético. Esta via “heterolactica” se sigue en el caso de los

leuconostoc y de los lactobacilos heferofermentativos (Ramet, 1880).

2.3.5.5 Materia grasa

En la maduracion de los quesos, las bacterias lacticas junto con la flora
de la leche son responsables de una lipdlisis limitada. Se considera
actualmente que los acidos grasos de cadena corta y mediana contribuyen ai
aroma y sabor “de fondo” de este tipo de quesos pero no contribuyen a nolas

caracteristicas (Choisy, 1990).
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2.3.5.6 Profeinas

Las proteinas se hidrolizan durante la maduracidn por la accion
comhbinada de diferentes proteasas presentes en el coagulo: nativas,

coagulantes y microbianas (Garcia-Garibay y col. 1893}

Las proteinas juegan un papel mayoritario en la textura de los quesos
dado que ellas representan la unica fase sdlida continua de éstos. En los
quesos de pasta prensada, la protedlisis conduce a la formaciéon de una pasta

menos dura y menos elastica.

El aroma de los guesos resulta de la degradacion de aminoacides
debida a la proteolisis. Los compuestos azufrados proceden

fundamentalmente de la degradacion de metionina (Choisy, 1990).

2.4 CONCENTRACION DE SOLIDOS

Parece que la idea de emplear leche en polvo desnatada en queseria
fue emitida, por primera vez, por dos investigadores neozelandeses, Hansen y
Theophilus, en 1930; sin embargo, las primeras aplicaciones industriales
tuvieron lugar a partir de 1950, especialmente en Francia donde, desde 1952,
imporiantes caniidades de leche desnatada en polvo fueron regularmente

empleadas para la fabricacién de quesos de pasta blanda (Cherrey, 1990).

El empleo de leche en polvo permite una reconstitucion de la leche a un

porcentaje de materia seca superior al de la leche fresca.
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El aumento dei contenido de calcio, disuelto e ionico, implica un
desplazamiento del fosfato céaicico desde la fase acucsa a la fase micelar v,
por consecuencia, un aumento de la carga mineral de la micela. El aumento
de la concentracion salina de la fase acuosa tiene como consecuencia un
descenso sensible del pH y una reduccion del grado de hidratacion de ias
micelas. Es normal observar en las leches concentradas un tiempo de
coagulacion mas corto, una velocidad de endurecimiento mas grande y una

dureza maxima del gel mas elevada.

La utilizacidn de leche concenirada en queseria se fraduce en un
incremento sensible del rendimiento. En fabricacidén industrial de quesos de
pasta blanda, el aumento de rendimiento en materia seca desgrasada ha sido

estimado en un 10%.

Las causas de estos incremenios son diversas:

- Elaumento en la concentracidén en materia seca del lactosuero retenido

- Una mineralizacidn de la pasta mas elevada, que se fraduce en fabricacién
industrial en una reduccion de ias perdidas de cuajada en el suero

- Una mejor retencion de la materia grasa debido a la modificacién de la
membrana del glébulo graso { incorporacion de caseina en el seno de la
membrana que posee cCOmMO consecuencia una integracion del gidbulo
graso en el reticulo proteinico en lugar de un simple atrapado mecénico)
(Richard y col. 1990).

i1
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2.5 BACTERIAS LACTICAS

2.5.1 CARACTERISTICAS GENERALES Y CLASIFICACION

Las Dbacterias acido lacticas son microorganismos bastante
heterogéneos atendiendo a su morfologia y fisiologia, que se caracterizan por
una produccion de cantidades importantes de acido lactico como resultado del
metabolismo de los hidratos de carbono (fermentacién tactica). Sus formas
son principalmente cocos (esferas), bacilos (basiones) y ovoides; estas
bacterias agrupan a un determinado numero de especies pertenecientes a ias

familias Strepfococcaceae y Lactobacillaceae (Ramet y col. 1990).

Son bacterias Gram positivas, inmbviles, aspordgenas, no pigmentadas,
ne reductoras de nitratos, no productoras de catalasa. Son anaerobias pero
aerotolerantes (Ramet y col. 1990). Pueden ser divididas en categorias
generaies, dependiendo de sus productos metabdlicos finales o de su

temperatura éptima de crecimiento.

Las bacterias lacticas homofermentativas producen acido lactico como
su principal producto en un alto porcentaje (70-90%) mientras que las
heterofermentativas producen otros compuestos como acido acético, etanol y
CO,, ademas de también producir acido lactico perc en una menor proporcion
{50%) que las homofermentativas. Existen bacterias lacticas mesofilicas, cuya
temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 25-30°C {tabla 7), mientras que
las bacterias termofilicas prefieren crecer entre 40-44°C ademas de crecer
mas rapido que las mesofilicas. El acido lactico representa uno de los

principales producios metabdlicos producto de la fermentacion de fa lactosa
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TABLA 7 PRINCIPALES BACTERIAS ACIDO-LACTICAS UTILIZADAS EN PRODUCTOS

LACTEOS,

MORFOLOGIA,

METABOLICOS

FiSICLOGIA Y PRINCIPALES PRODUCTOS

PPRODUCTOS FINALES' © PRODUCTOSI 7l
PRINCIPALES SEGUNDARIOS" '
Acetaldehido,
o i o acetona,
Streptococcus  Cocos 40-44 °C S.thermophilus  Acido lactice L(+) acetoina

Lacfobaciflus  Bacilos
Lactococcus Cocos
Pediococceus Cocos
Leuconostoc  Ovoide
Bacilos
Bifidobacterium 0
bifidos

40-44 °C

25-30 °C

25-30 °C

25-30 °C

25-30 °C

35-38 °C

Lb.bulgaricus

Lb. heiveticus

Lb.factis

Lb.acidophilus
Lb.casei

Lb.kefir

Lc.lactis

Lc.cremoris

Le.diacetylactis

P.acidilactici

Ln.cremoris
Ln.dextranicum
Ln.lactis
B.brevis
B.6ifidum
B.iongum

B. Infantis

Acido lactico D(-)

Acido iactico DL

Acido lactico D{-)
Acido Lactico DL
Acido lactico L(+)

Acido lactico DL

Acido lactico L{+)

Acido lactico L(+)

Acido lactico L(+),

acetaldeido, diacetilo,

acetoina, CO.»
Acido tactico DL
Acido lactico D(-),

acetoina {4cido acético),

diacetilo, CO,.

Acido lactico L{+)
acido acatico.

( hitp://www.danonenewsietter.fr/lenag/news 5/tb1nw5.html)

diacetilo etanct
Acetaldehido,
acetona,
acetona,
diacetilo, etanol
Acetaldehido,
acido acético,
diacetilo, etanol
Acetaldehido,
acetona,
diacetilo, etanol
Acido,
acetaldehido,
etanol

Acido acético,
etanol

Acido acético,
acetaldehido,
etanol, CO..
Acetaldehido,
acetona,
diacetilo, etanol
Acetaldehido,
acetona,
diacetilo, etanol

Aceteona, etanol

Aceloing,
diacetilo

Etanoc!

Acidc formico,
acido succinico,
acetaldehido,
acetana,
aceloina,
diacetilo, etancl
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2.5.2 CONDICIONES OPTIMAS DE NUTRICION Y METABOLISMO DE LAS BACTERIAS

ACIDO LACTICAS.

Las bacterias lacticas son microorganismos complejos, con
necesidades nutrimentales variadas. Requieren carbohidratos, principalmente
lactosa y glucosa como fuente de energia proveniente del carbono, para
producir ATP. Las proteinas de la leche, péptidos, aminoacidos especificos y
derivados de &cidos nucleicos son también necesarios para suministrar el

nitrégeno necesario para la sintesis de proteinas.

Muchas vitaminas, en particular el complejo B, son también necesarias
para la catalisis de [as reacciones enziméticas, aungue existen variedades en

las necesidades de ciertos minerales y vitaminas entre las especies.

Las bacterias lacticas no pueden sintetizar ciertos aminoacidos, y por
elio la protedlisis de las profeinas y los péptidos del sustrato son necesarias
para su crecimiento. Poseen enzimas proteoliticas aunque solo un 2% de

caseina es degradada durante la fermentacion.

A continuacion se presenta ia figura 5 en donde se muestran las

principales rutas metabdlicas de los carbohidratos de las bacterias lacticas.
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(hitp://www.danonenewsietter.fr/eng/news 5/tb1nw5.html)

En la industria del yogurt se utilizan dos bacterias lacticas cuyas
caracteristicas metabdlicas son particularmente importantes en [a elaboracion
de este lacteo. Estas bacterias son Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophiius. El primero de éstos es un bacilo
homofermentativo que fermenta la fructosa, galactosa, glucosa y lactosa y
puede crecer a temperaturas mayores de 45°C aunque su temperatura optima
oscila entre 4043 °C; tiene la habilidad de crecer a pH infericres a 5.0 y es

aerotolerante, mientras que St. thermophilus es una bactena esférica la cual

Vitaminas
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se asocia en cadenas, homofermeniativo y productor de acido iactico a partir
de glucosa, fructosa, lactosa o sacarosa, su temperatura Optima de
crecimiento es entre 40-45 °C, aunque pueden crecer a temperaturas de 50°C
(Villegas, 1995).

Entre ambos microorganismos existe una asociacion protococperativa
en donde Lactobacillus bulgaricus libera al medio glicina, histidina, leucina,
isoleucina y valina, siendo éste el que mas estimula el crecimiento de St.
thermophifus. Este Ultlimo produce acido formico como factor estimulatorio

para el crecimiento de Lactobacillus bulgaricus (Zourari y col. 1992).

2.5.3 Cultivos iniciadores

En {a fabricacidn de productos lacteos, se adicionan como cultivos
fermentadores bacterias lacticas cuyo papel primordial es la produccion de
acido lactico. Este acido es responsable del sabor fresco y acido de los
quescs sin madurar y es de gran importancia en la formacion y caracteristicas

texturales de la cuajada.

Ademas los cultivos iniciadores desempefian otras acciones
fundamentales como son la produccion de compuestos aromaticos volatiles
como diacetilo y aldehidos; la sintesis de enzimas proteoiiticas y lipoliticas que
intervienen en la maduracion del quesc vy la eliminacidn de los
microorganismos patégenos. Las bacterias lacticas mas utilizadas pertenecen
a los géneros Lactobacillus {delbrueckii subsp. bulgaricus, lactis, helveticus),
Lactococcus (lactis subsp. cremoris, lactis y lactis biovar diacelylactis},

L euconostoc (mesenteroides subsp. cremoris) y Streptococcus (salivarius

3y
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subsp. thermophilus). Durante este proceso existen varias etapas deniro de

las cuales estan:

Metabolismo de la { acfosa

Metaboelismo proteico: la actividad proteinasa da lugar a una hidrélisis de las
proteinas ademas, las enzimas proteoliticas derivadas de los microorganismos

iniciadores contribuyen también a la maduracion del queso.

Metabolismo del citrate: las Unicas bacterias capaces de metabolizar el
citrato son Lactococcus jactis subsp. lactis biovar diacetylactis y las especies
de [esuconosfoc. Esta es una propiedad muy importante ya que los productos
resultantes, como diacetilo vy acetalo son responsables del desarrolio del
aroma en quesos frescos y en menor grado también los madurados. En los

guesos tipo Suizo, el CO; producido por el metabolismo del citrato es

Particularmente los cultivos iniciadores para la elaboracion de queso
pueden clasificarse de muchas formas distintas. Por ejemplo, los propios
microorganismos pueden clasificarse segln su temperatura optima de
crecimiento. Los cultivos iniciadores mesofilos incluyen Lacfococcus y
Leuconostoc y tienen una temperatura Optima de crecimiento de 30°C,
mientras que los cultivos iniciadores termofilos incluyen especies de
Lacfobacillus y Streprococcus salivarius subsp. thermophilus con una
temperatura optima mayores de 40-45°C. En cada casce, ios cultivos mixtos

pueden estar constituidos por cepas Unicas, pares o muliiples.

-,
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2.0 BACTERIAS LACTICAS FILANTES

2.6.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Algunos tipos de bacterias son capaces de sintetizar polisacaridos los
cuales son definidos de acuerdo a su localizacion relativa en la célula. Algunos
de éstos estan ubicados intracelularmente en el citosot y son utilizados como
fuente de carbdn, otros son constituyentes de la pared celular como los
peptidoglicanos y acidos teicoicos y existe un tercer grupo localizado fuera de
la pared celular. Este dlimo grupo puede tomar forma adherente,
frecuentemente unido de manera covalente formandc una capa llamada
comiunmente capsuia o polisacarido capsular. Alternativamente el polimero
puede consistir en un polisacarido mucoide asociado (ligeramente) o no a la
célula. En algunos casos ambos polisacaridos (el capsular y el no asociado a
la célula) son producidos por el mismo microorganismo y el distinguir uno del
otro resuita dificil {Cerning, 1995).

Estos poilisacaridos se encuentran  ampliamente  distribuidos,
especialmente entre especies procariontes, entre los gque se encuenfran
saprofitos de vida libre, patdgenos de hombres, de animales y plantas y

algunas microalgas (Sutherland, 1990).

Los polisacaridos extracelulares parecen ser esenciales para la
supervivencia de los microorganismos que fos producen. La capacidad para
producir exopolisacarido esta directamente ligada a un proceso de seleccion

natural.



La capacidad de los microorganismos para rodearse a ellos mismos de
una capa de polimero altamente hidratada puede proveerios de proteccion
conira la desecacion y la depredacidn de los protozoarios ademas de tener
propiedades de difusion fanto en el interior como en el exterior de la célula.

También actllan contra los agentes antibacteriales como los antibibticos.

Existen diversas bacterias que producen este tipo de polimero, algunas
de ellas son bacterias lacticas, dentro de las cuales estan: Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides y Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum, St. mutans, St salvarius, Lacfococcus lactis, Lactococcus
cremoris, Lb. casei, Lb acidophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, St.

thermophilfus.

2.7 EXOPOLISACARIDOS
2.7.1. COMPOSICION QUIMICA Y ESTRUCTURA

Los exopolimeros son polisacaridos compuestos por unidades repetidas
(o ramas), las cuales coniienen uniones a y . Su composicion monomérica
parece ser notablemente similar, [a D-glucosa, D-galactosa y L.-ramnosa estan
siempre presentes, pero en distinfas proporciones. Se tiene reportado que
incluso una misma cepa puede producir mas de un solo tipo de polimero.
Grobben y col. (1995) reportan una composicién diferente de un exopolimero
producido por una misma cepa; esto depende de las condiciones de
fermentacion y del medio en que esta creciendo el microorganismo (De Vuyst
y Degeest, 1999).

.
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Estas molécuias pueden estar formadas por uno solo ¢ varios tipos de
monosacaridos denominandose como homopolisacaridos y
heteropolisacéridos, existiendo en formas lineales o ramificadas. La diversidad
estructural se deriva del amplio rango de componentes que pueden formar
parte de su estructura y es incrementada por el tipo de sustituyentes y por el

tipo de enlaces que los forman (Villegas, 1993).

Particularmente el exopolisacarido producido por Streptococcus
thermophilus estd compuesto por D-galactosa, D-glucosa y 2-acetamino-2-
deoxi-D-galactosa en un a proporcion molar de 2:1:1 (De Vuyst y Degeest,
1999).

Los exopolisacaridos tienen una masa molecular en el rango de 4.0*10*
a 6.0*10°%. La masa molecular es uno de los factores determinantes en las

propiedades funcionales de los exopolisacaridos. Aunque, las propiedades

relacionadas con su estructura ftridimensional y su conformacion, otros
factores como la forma de la molécula puede ser importante para entender su

comportamiento en solucion.

La conformacidn secundaria y terciaria de los polisacaridos es dependiente de
su estructura primaria. Imperceptibles cambios en esta estructura dan lugar a
efectos en la conformacion y propiedades dei polimero, lo cual a su vez puede
ser un factor de cambios en las propiedades de textura que éstos confieren
(De Vuyst y Degeest, 1999).
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2.7.2 CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION

Los factores principales que afectan la produccion de polimero son: la
naturaieza y concentracion del aztcar disponible en el medio durante la fase
de crecimiento (ya qgue esto puede cambiar el tipo y/o cantidad de polimero),

el pH externo y la temperatura de crecimiento (Gancel y Novel, 1994).

Muchas investigaciones muestran que a bajas temperaturas se induce
una mayor produccidn del polimero; este efectc se explica, basados en la
produccién de polimere por bacterias gram negativas, en el hecho de que un
crecimiento lento de las celulas da lugar a2 una biosintesis de los polimeros de
la pared celular mucho mas lenta, haciendo a las moléculas acarreadoras de
lipidos isoprenocides disponibles para la biosintesis de exopolisacéarido (De
Vuyst y Degeest, 1999).

obtenida con una tensién baja de oxigeno igualmente en condiciones de

anaerobiosis (De Vuyst y Degeest, 1999),

Con respecto a las condiciones de pH Van der Berg y col. {1995)
postularon que [a conversién de azdcar a exopolisacarido es mas eficiente a
un pH de 6.2. Gassem y col. (1997) sugieren que el mantener el pH alto
puede resultar en un aumento en la produccién del polimero debido a qgue se
incrementa el tiempo del microorganismo en la fase exponencial de su

crecimiento.

4
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Parece ser que el efecto en un ajuste de pH en la produccién del
exopotisacarido es mayor que al realizar compiementos en los nutrientes del
medio. Esto puede ser un factor limitante de importancia en la industria
considerando que en la produccion de leches fermentadas, los procesos se

llevan a cabo bajo condiciones de pH libres (De Vuyst y Degeest, 1999).

A pesar de que se ha observado una mayor produccion de polimero y
de células al agregar al medio de cultivo caseina, (Garcia-Garibay y Marshall,
1991) no se tiene la certeza de que estas proteinas ayuden a una mayor

produccion del polisacarido.

Para algunas bacterias se ha demostrado que un balance éptimo entre
las fuentes de carbono y niirégeno son absolutamente necesarios para lograr
altos rendimientos en la produccidn del polimero. Existe la posibilidad de que
otros componentes del medio, como minerales, aminoacidos ¢ algunas bases
y vitaminas afecten la composicion dei exopoiisacarido producido. Se sabe
que los requerimientos de minerales afectan la produccidon, también las
vitaminas juegan un papel imporiante en ello. En contraste a la omision de
algunos aminoacidos, se ha demostrado que ia falta de varias vitaminas afecta
la produccion de polisacarido, aunque el requerimiento observado hacia las
vitaminas puede ser dependiente de la presencia de lipidos en el medio. (De
Vuyst y Degeest, 1999).

En un medio de leche, St thermophilus es capaz de sintetizar

exopolisacarido como cultivo solo ¢ en conjunto con alguna cepa del género

Lactobacillus (por ejemplo Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus).
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La mayor parte de las bacterias mucosas que producen polisacarido
extracelular io hacen en practicamente todos los medios de crecimiento, pero
fa maxima produccion del polimero se realiza en condiciones de crecimiento

particulares en un medio definido.

Todos los parametros que aumentan o disminuyen la velocidad de
crecimiento del microorganismo afectan los precursores que dan lugar al

polisacarido y por tanto, su sintesis (Gancel y Novel, 1994).

2.7.3 APLICACIONES

El descubrimiento de Leuconostoc mesenteroides en 1878 como
bacteria productora de polimeroc extracelular responsable del espesor del
jarabe de azUcar de cafia puede ser considerado como el inicio en el uso de
estas bacterias en la industria de alimentos. El uso de xantana de Xantomonas
campestris, el primer polisacarido microbiano permitido en alimentos fue
aprobado por la FDA en 19609.

Una alternativa en la aplicacidn de muchos biopolimeros es como
agentes gelificantes, también se han utilizado para mejorar la viscosidad del
vogurt y para disminuir la sinéresis. Tanlo St thermophifus como Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus son dos de las bacterias filantes que es comin
encontrar en la industria l&ctea especialmente en la manufactura del yogurt
(Cerning vy col. 1990), el polimero producido da ciertas caracteristicas
reclogicas y organolépticas al producto, como es el darle cuerpo al yogurt y

resaltar la suavidad del mismo (Cerning y col. 1988).
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Los cultivos filantes pueden contribuir a la consistencia de yogurt liquido
hecho a gran escala, ya que este tipo, realizado con un cultivo filante, es
propenso a tener menor dafio mecanico en las maquinas v bombas durante el
proceso de mezclado y llenado. Ademas, el coagulo es mas resistente a los
choques fisicos y térmicos, o cual le da la ventaja sobre aquelios que tienen

que utilizar estahilizantes.

Este tipo de produccion ha incrementado popularidad en el occidente,
ya que los consumidores quieren alimentos 100% naturales, ademas de ello
también se ha visto su posible uso en queso Mozarella bajo en grasa {(Perry y
col. 1995}.
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Materiales y Métodos

3.1 LECHE

Para la realizacion del queso tipo panela se utilizd ieche bronca (FES

Cuautitlan UNAM) la cual fue pasteurizada (por el método de bajo tiempo vy
baja temperatura, 30 min a 65°C).

Para realizar el queso tipo manchego se utilizd leche de vaca comercial
{(BOREAL) entera y homogeneizada {cuya composicion es de 30 g/l de grasa y

30 g/l de proteina).

3.2 MICROORGANISMOS

Para realizar este proyecto se utilizaron la cepa filante Streptococcus
thermophifus SY-102 de chaguira (Nationa! collection of food bacteria Reading
Inglaterra.y como controt un cultivo comercial (RA-024, Rhone-Poulenc) que
contiene tres microorganismos  {aclicos: Sirepfococcus thermophiius,

Lactococcus lactis y Lactococcus cremoris.
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La cepa filante fue resembrada cada 2 semanas en Leche Tornasolada
Milk (Michigan. USA) a 42 °C durante 18 horas y posteriormente almacenada
a 4°C.

3.3 CULTIVOS INICIALES

Para sembrar ios indculos iniciales de ambas cepas se utilizo leche en
polvo descremada (Nestleé México) con sélidos al 10%, la cual fue esterilizada
5 minutos a una temperatura de 121°C y fue inoculada en fermentada con los
microorganismos a 42°C durante 18 horas. El cultivo filante fue sembrado en
leche descremada previamente esterilizada directamente de un tubo. El cultivo
control fue sembrado primero de la cepa comercial (vaciando una pequefia
cantidad de polvo con la mezcla de los microorganismos) para ser utilizado
posteriormente como cullivo madre resembrando (2 asadas) en un matraz

mismas condiciones anteriores.

3.4 ELABORACION DEL QUESO PANELA Y MANCHEGC

A continuacion se describe el proceso general de elaboracion de los
gquesos Y se especificaran los pasos en los cuales exista diferencia en la

manufaciura de ambaos tipoes.

3.4.1 CARACTERIZACION DE LA LECHE

Para la elaboracion del queso panela con 17% de sdlidos totales, se
midio en todos los casos el indice de refraccidn de la leche, con el fin de saber
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la cantidad de leche en polvo que se debia agregar. La ieche no comercial

tuvo un indice de refraccion de 1.3426 (sin adicidn de sotidos).

Para la elaboracion del queso manchego con 17% de solidos totales,
también se realizé la misma iécnica de medicién del indice de refraccidn, en
todos los casos ésta fue de 1.3410 en la leche comercial (Boreal) sin adicion

de so6lidos.
3.4.2 FERMENTACION

Para cada lote de elaboracion de quesos se emplearon tres litros de
leche la cual fue vaciada en vasos de precipitado de un litro previamente
esteriles. Se agregd cloruro de calcio a la leche en una concentracion de
0.2%. Se calento la leche a 37°C y se inocularon los matraces de leche que

serviria como control con 2% de indculo mientras que la utilizada con la cepa
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fermentacion a 37°C en un periodo comprendido entre 2 y 3 horas.

3.4.2.1 Medicion de pH y acidez

Para la medicion del pH se utilizé un potenciémetro (Conductronic 20) y
se calibro con un buffer de fosfatos de pH 7 (Hycel de México). Se tomaron 10
mL de leche, sumergiendo en elia el potenciémetro ya calibrado y realizando

la lectura correspondiente.

Para medir la acidez se tomaron 9 mL de leche vy se titularon con sosa

0.1 N (valorada con &cido Clorhidrico 0.1 N Sigma) utilizando unas gotas de
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fenoftaleina como indicador (Sigma) y cuyo vaior fue calculado de la siguiente

manera.

% Acido lactico = {Nnaon) (meq Acido lactico) (mL yaon) X 100

mil muestra
Donde :
N naon = Normalidad del Hidroxido de sodio utilizado.

meq. Acido lactico = Miliequivatentes de acido [4ctico cuyo valor es de 0.09.

Las tomas de las muestras se realizaron cada 30 minutos a lo largo del

periodo de fermentacion y fueron hechas por friplicado.

3.4.22 Medicion indirecta {¢ aparente) de Ila produccién de

ARSI AN AL W

Esto se realizé registrando los cambios en la viscosidad (en centipois)
de ia leche durante la fermentacién (cada 30 minutos) usando un viscosimetro
Brookfield DV il+ utilizando un vastago numero 2 y a una velocidad de 100

revoluciones por minuto.

3.4.3 COAGULACION DE LA LECHE

Una vez terminada la fermentacion (llegando a una acidez de 0.3 meq
de acido lactico) se coagula la leche agregando 1 mL de cuajo microbiano
(CUAMEX México) por cada litro de leche, se agita vigorosamente y se deja

actuar en un periodo comprendido entre 45 minutos y una hora.

~
-
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3.4.4 TRATAMIENTO DE LA CUAJADA

3.4.4.1 Cortado y desuerado

El objetivo del cortado es el desuerado de ia cuajada

‘*‘fﬁ‘;‘ QUESO PANELA“ 5‘“’*:,‘ R QUESO MANCHEGO m Tra

Se corto en cuadros de1cm

° " Se corto en cuadros de 2 5 cm

o Se dejd reposar 5 min y se bate

o

Se dej6 reposar 5 min y se bate
por 10 min lentamente. lentamente 10 min

s Se deja reposar otros 5 min y se

]

Se deja reposar otros 5 miny se

bate nuevamente por 5 min bate nuevamente por 10 min
¢ Desuerar al ras de la cuajada
e Se realizd el salado agregando

e 69 de sal por cada litro de jeche

3.4.4.2 Escaldado

Este proceso no es realizado en el queso panela.

Queso manchego

Ya teniendo el gel desuerado se agregd agua a una temperatura de
entre 85 y 90°C y se agité durante 20 minutos. Posteriormente se realizé un

segundo cocimiento hasta que la pasta alcanzara una {emperatura de 39°C,



3.4.5 PRENSADO
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7 JQUESO PANELA |

I

QUESO MANCHEGO

e Se colocd la cuajada salada en
gasas

= Se vacié en un molde cilindrico de
hierro forjado

e Se ejercid una presién equivalente a
la mitad de la suma del peso del
queso mas el molde (la presién se
ejercid mediante un frasco con agua
hasta llegar al peso deseado)

e Se realizaron voiteos a los 30, 60 y
120 min. B! prensado durd 24 horas

3.4.6 MADURAGION

Queso manchego

-]

Se coloct la cuajada en gasas

Se vacié en un molde cilindrico
de hierro forjado

Se utilizé una prensa mecanica
en la cual la presion ejercida se
midié por medio del volumen de
agua desplazada; dicha presion
fue de 0.1428 kg/cm2

Se realizaron volteos a fos 30
min, a las 2 vy 5 horas. El
prensadc duré 18 horas

Se colocd el queso en una
salmuera al 10% durante 24
horas realizando voiteos cada 6

horas

La maduracidn se realizd a una temperatura de entre 18 - 21°C durante

12 dias, durante los cuales se realizaban volteos periddicos del queso y se les

agregd sorbato de potasio al 0.2% para evitar el crecimiento de hongos. Para



mantener fa humedad relativa del medio se colocd agua en e moide de

maduracidn para evitar la pérdida excesiva de este liquido.

Los calculos realizades para el analisis de 10s quesos se presentan en el
APENDIGE L.

3.5 MIcROSCOPIA ELECTRONICA

3.5.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

A. Fijacion

Se tomé una mugstra de queso can un sacabocados, (a cual se colocod
en un frasco gue contenia glutaraldehido (Electrén Mycroscopy Science) al
2%, durante 24 horas a 4 °C (lo cual nos ayudo a endurecer las muestras para
evitar barrer el tejido durante el corte). Pasado ei tiempo se reaiizaron cortes
de las tres diferentes secciones (centro, medio y corteza) en cubos de 3 x 3

X1 mm.

Se colocaron las muestras de queso en frascos viales y se les
agregaron 2 ml de glutaraidehido (Efectron Mycroscopy Science) al 2% + 5
ppm de roje de rutenio durante 24 horas a 4 °C. E! rojo de rutenio se agregd

con ia finalidad de tefir el exopolisacarido.

o
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B. Lavado

Una vez fijada las muestras con glutaraldehido {2%), se realizaron 3
lavados cada 10 min con buffer amortiguador de fosfatos + sacarosa 5 % al
0.02MapH=72.

C. Post-Fijacién con osmio

Posteriormente se colocaron las muestras en tetra oxido de Osmic
(Electron Mycroscopy Science) al 1% para lievar acabo un proceso de post-

fijacion durante 2 horas a 4 °C.

D. Deshidratacion

Las muestras se colocaron en alcohol etilico a diferentes porcentaje
(30 %, 50%, 70%, 80%, 90% y 100%}). Reaiizando 3 lavados de 10 minutos

con cada concentracién, durante cada cambio.

E. Secado a punte critico

Se colocaron las muesiras en cajas microporosas y se procedid a secar
a punto critico (P=1040 Ib/in® , 31 °C) (Samdri-780-B, Sample Drying at the
critical Point Tousimis Research corporation, Japan) usando diéxido de

carbono come medio de fransicion.
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F. Montaje

Se colocaron las muestras en un portamuestras de aluminio con una
cinta de carbono de doble vista. Se recubrid con oro en un Sputter Coater
{Bal-Tec SCD 050, Suiza) con un espesor final de 150 A°.
3.5.2 OBSERVACIONES EN EL MICROSCOPIC DE BARRIDC DIFERENCIAL

Se llevaron acabo observaciones en el microscopio de barrido

diferencial (Zeiss JSM - 580 LV, Digital Scanning Electron Microscopy

Alemania) con un haz de electrones 100% secundarios a 10 y 8 kv.

fa
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Resultados y Discusion

4.1 FERMENTACION DE LA LECHE

El proceso de fermentacion de la leche para la elaboracién de queso

panela y manchego fue el mismo, debido a esto, los resultados obtenidos se

explicaran en el mismo apartado.

Durante el proceso de elaboracidn del queso existen diversos parametros
con los cuales se pueden controlar o vigilar los cambios biolégicos, bioquimicos y
fisicos que tienen lugar en la fermentacion de la leche. Lo anterior es posible

mediante la medicion del pH y 1a acidez (Scott, 1991).

El pH de la leche con la que se trabajo¢ fue de aproximadamente 6.5. Este
valor se encuentra dentro del rango normal que varfa entre 6.2 v 6.8 (Riel, 1991).
A lo largo del proceso se observo un descenso progresivo de pH a una velocidad
uniforme, hasta liegar a un pH final airededor de 6.0. El descenso del pH tiene por
objeto, entre otras cosas, crear las condiciones Optimas para que las bacterias

[acticas sinteticen sus propias enzimas proteoliticas (Ramet y col. 1990).
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El aumento de acidez procede de la produccién de acido lactico como
producto principal de la via metabdlica fermentativa de las bacterias lacticas

adicionadas a la leche como cultivo iniciador (De Vuyst y Degeest, 1946).

Esta acidificacion favorece no dnicamente a la accién del cuajo y a la
sinéresis de la cuajada sino que también inhibe el desarrollo de numerosas
bacterias indeseables, entre las cuales se encuentran numerosos patogenos
(Richard y col. 1990).

En la Grafica 1 se muesira el periodo de fermentacion de la leche con un
contenidc de 125% de ST. Se ha reportado que en esta etapa, los
microorganismos inoculados actian en forma protocoperativa, esto es, que las
llamadas cepas rapidas como Lactococcus lactis y Lactococcus cremoris
(provistas de proteasas) liberan aminoacidos y péptidos al medio, lo que estimula
el crecimiento de las cepas lentas como Str. thermophilus, caracterizadas por un
escaso poder proteolitico y por su elevada produccion de acido lactico (Richard y
col., 1991). Asi pues, el pH desciende conforme van creciendo las bacterias, se

produce &cido lactico y [a acidez comienza a ascender.
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GRAFICA 1. FERMENTACION DE LA LECHE CON CEPA CONTROL Y CEPA FILANTE PARA LA

ELABORACION DE QUESO PANELA Al 12.5% DE SOLIDOS TOTALES (MEDICIONES
REALIZADAS POR TRIPLICADO}.

En el caso del pH, podemos ver que ambas cepas empezaron con valores
de 6.58, este valor fue disminuyendo conforme se llevé a cabo la fermentacion,
ademas, es importante destacar que con el uso de la cepa filante el pH tuvo una
disminucién mas pronunciada durante todo este periodo lo cual se puede deber a
que se tiene mayor concentracion de Str. thermophilus cuya principal funcion es
acidificar la leche al producir grandes cantidades de acido lactico (Zourari y col.

1992). Se llegd a un pH final de 6.02 al utilizar la cepa control y 6.09 al utilizar la

cepa filante.
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En la misma gréfica se demuestra un incremento proporcional en el
porcentaje de acido lactico con respecto al tiempo llegando a un valor final de

0.26% de acido lactico para la cepa control y de 0.29% para la cepa filante.

En la Gréafica 1, también se muestra el comportamiento de la viscosidad

aparente registrada durante la fermentacién al utilizar ambas cepas.

Existen diferencias en los valores de viscosidad entre una cepa y otra, los
cuales seran discutidos en otro apartado del presente trabajo. El tiempo de
fermentacion de la leche con 12.5% de sdlidos totales fue de 120 minutos tanto

para la cepa filante como para la cepa control.

En la Grafica 2 se observa la fermentacion de {a leche con 17% de sdlidos
totales para la elaboracion del queso panela. Se observa que en ambos casos
(cepa control y cepa filante) el pH empieza en 6.43 y desciende hasta llegar a

valores de 6.05 para la cepa control y 6.06 para la cepa filante.

La fermentacion inicidé con una acidez de 0.18% v finalizé con valores de
0.27% y 0.29% para la cepa control y filante respectivamente, valores muy
similares a los obtenidos en [a fermentacion de la leche con 12.5% de sdlidos
totales. En ia Gréafica 2 se observa también que hubo un incremento en ios

tiempos de fermentacion al utilizar mayor cantidad de solidos totales.
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GRAFICA 2. FERMENTACION DE LA LECHE CON CEPA CONTROL Y CEPA FILANTE PARA LA
ELABORACION DE QUESO PANELA AL 17% DE SOLIDOS TOTALES {MEDICIONES
REALIZADAS POR TRIPLICADO).

La Grafica 3 muestra el pericdo de fermentacion de leche Boreal con 17%
de ST para la elaboracion del queso manchego. En este caso el pH inicial fue de
6.51 y 6.45 para la leche inoculada con cepa filante y control respectivamente.
Esta diferencia, se debe a que la leche utilizada no procedia del mismo lote. Se

llegod a vaiores de pH finales de 6.01 y 6.05 al utilizar cepa filante y cepa control.

b1



El porcentaje de acidez registrado para la cepa control fue de 0.17%
mientras que para la filante fue de 0.18%; al final def proceso se obtuvo 0.33% v

0.31% para la cepa filante y control.
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GRAFICA 3. FERMENTACION DE LA LECHE CON CEPA CONTROL Y CEPA FILANTE PARA LA
ELABORACION DE QUESO MANCHEGO AL 17% DE SOLIDOS TOTALES
{MEDICIOENES REALIZADAS POR TRIPLICADO).
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£l tiempo de fermentacion fue de 180 minutos para ambas cepas. La
diferencia obtenida en el tiempo de fermentacion para la leche destinada a la
elaboracion del queso con mayor contenido de soélidos totales (17%) puede
deberse a la presencia de un grupo amortiguador (PO4?) agregado de manera

intencional a la leche para evitar su acidificacion.

4.2 ViscOSIiDAD APARENTE

La produccion de EPS por cu[ﬁvos lacticos en leches fermentadas se ha
medido a través de observaciones visuales o0 mediciones de viscosidad (Rawson
y Marshall, 1997; Hess y col. 1997). Aunque las mediciones de viscosidad
utilizadas como indicativo de la produccion de EPS en medio liquido son dificiles
de interpretar, actualmente son el Unico método facil y rapido disponible para
evaluar la presencia del exopolisacarido. Se han desarrollado métodos mas
precisos para medir su produccion, los cuales se basan en su aislamiento por
precipitacion con etanol (Cerning, 1995; Garcia-Garibay y Marshall, 1891); sin
embargo, la mayoria son muy largos y complicados y no permiten monitorear en

forma oportuna la evolucion de ia produccion del polimero.

Como se observa en la tabla 8 la viscosidad tuvo un incremento no
significativo cuando se utilizd el cultivo control ya que en nuestro trabajo la
viscosidad final regisirada al utilizar dicha cepa no aumenté mas de una unidad;
dicho comportamienio se debe a que conforme el pH disminuye se produce una
desorganizacion micelar que aumenta conforme se alcanza el punto isoelectrico

de la micela (Bruler y Lenoir, 1950).

7l
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Cabe mencionar que las fermentaciones realizadas se detuvieron al llegar
a un pH de 6.0 debido a que a valores menores de este pH es dificil obtener un
coagulo adecuado; sin embargo, si se registro un ligero aumento en {a viscosidad

aparente en el que puede deberse a una modificacion en la organizacién micelar.

TaBLa 8. VALORES DE VISCOSIDAD APARENTE REGISTRADOS DURANTE LA
FERMENTACION DE LA LECHE { MEDICIONES REALIZADAS POR TRIPLICADO).

I i | ihc : .~

SRR B
mind Ry ] Py 7 (ePysniem HEP)
0 13.67 13.60 15.40 1540 15.40 15.53
30 13.80 14.00 1547 15.40 15.40 16.13
60 13.86 14.20 15.73 15.80 15.50 16.13
a0 13.93 14.33 15.80 16.27 15.70 16.67
120 13.93 15.20 15.80 18.80 15.70 16.80
150 15.80 21.60 16.0 17.53
180 16.0 21.80

La viscosidad aparente final al utilizar 1a cepa filante fue significativamente
mayor que la registrada con la cepa control. Lo anterior se relaciona con Io
publicadoe por Wacher-Rodarte y col. (1993), en donde se relaciona
indirectamente la viscosidad con la preduccion de exopolisacéridc. Sin embargo,
no solamente la presencia del exopolisacarido incrementa de manera directa el
valor de viscosidad; existen ciertos parametros que pueden variar su magnitud,
algunos de ellos son: el tipo de cultivo, condiciones de incubacién, contenido de
s¢iidos totales, la forma en que se mide y la estructura del mismo. Zourari y col.

(1991), hace referencia a que los cambios en la configuracion tridimensional del
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polimero y sus interacciones con algunos compuestos de la leche, principalmente
las caseinas tambien influyen en ta relacidn que existe entre la cantidad de

polisacarido producido y la viscosidad correspondiente.

La compleja relacién entre la viscosidad y la produccion de exopolisacarido
ha sido descrita anteriormente (Schellhaass y Morris, 1985; Teggatz y Morris,
1990) y se ha llegado a la conclusién de que el exopolisacarido interactia con
las caseinas lo cual da como resultado un incremento en la viscosidad (Cerning,
1995; De Vuyst y Degeest, 1999 ).

Tomando en cuenta dichos puntos, se decidid hacer la medicion de
viscosidad aparente como meétodo indicativo de la presencia de exopolisacérido
ya que el interés principal en este trabajo era determinar su presencia, ho su

cuantificacion.

Como se observa en las graficas 2 y 3, cuando se utilizd la cepa filante v
mayor contenido de sdlidos totales, se registrd una viscosidad final mayor
(aproximadamente 5 unidades mas) en comparacién con la leche con 12.5% de
ST, lo que coincide con lo publicado por Wacher-Rodarte v col. (1993) en donde
se reporta que existe un efecto sinergico en la viscosidad aparente entre Ia
caseina y el polisacarido. Un aumento en la concentracion de caseina conlleva a
una mayor interaccion enire las micelas y el polimero obteniéndose valores mas
altos en la viscosidad aparente, aunque la produccion de polisacéarido no es

mayor.
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Sin embargo, en otros estudios (Cerning y col. 1990, Garcia-Garibay vy
Marshall, 1990) se ha visto que al aumentar la cantidad de caseina presente en el
medio, aumenta la viscosidad y ta produccion de polisacarido pero esto depende
del tipo de cepa utilizada asi como de las asociaciones entre cepas filantes y no

filantes.

Estudios de microscopia electrénica realizados en este proyecto
demostraron la presencia del excpotsacarido en los quesos elaborados con a
cepa filante, y cuya forma es de filamentos que unen a las estructuras del queso,

lo cual no se observa en las microscopias realizadas en el queso control (fig.6).

v 3

P4
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FIGURA B MICROSCOPIA ELECTRONICA DEL QUESO PANELA CONTROL {BA) Y FILANTE {6B){MP=
MATRIZ PROTEICA, ST= STREPTOCOCCUS, GG= GLOBULO GRASA, EPS= EXOPOLISACARIDO, El=
ESPACIOS INTERSTICIALLES)
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4.2.1 RELACION ENTRE LA PRODUCCION DE EXOPOLISACARIDO Y EL PH DEL MEDIO

Como se observa en las gréaficas 4, 5 y 6 el aumento en la viscosidad
aparente durante la fermentacién comenzd a un pH alrededor de 6.2, siendo su
maxima produccién a pH cercanos a 6.0, segin Cerning y col. (1990) las
condiciones de pH 6ptimo para la produccion de exopolisacarido son cercanas al
valor de 6.0. Van den Berg y col. {1995) postulé que la conversion de azicar a
exopolisacarido es mas eficiente a un pH cercano a 5.8. Ademas del pH, la
temperatura también es un factor importante para su produccion. Gassem y col.
(1995), De Vuyst y Degeest, (1999), Kojic y col. (1992) aseguran que al realizar
la fermentacidon a una temperatura menor a la optima de crecimiento del
microorganismo filante, la produccion de exopolisacarido es mayor, por ello, la
fermentacion se realizé a 37°C, siendo la temperatura 6ptima de crecimiento de
St. thermophilus 42 — 45°C.

JViscosidad control
{ @ Viscosidad filante

Viscosidad

6.57 6.45 6.41 6.25 6.09

pH

GRAFICA 4. AUMENTO DE VISCOSIDAD EN EL PROCESQ DE FERMENTACION DE LA LECHE CON CEPA
CONTROL Y CEPA FILANTE PARA LA EL ABORACION DE QUESO PANELA AL 12.5% DE SOLIDOS
TOTALES (MEDICIO REALIZADA POR TRIPLICADO. ANOVA: c= 0.0075)
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GRAFICA 5. AUMENTO DE VISCOSIDAD EN EL PROCESO DE FERMENTACION DE LA LECHE CON
CONTROL Y CEPA FILANTE PARA LA ELABORACION DE QUESO PANELA AL 17%

DE SOLIDOS TOTALES (MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADO. ANOVA : o=
0.0075)
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GRAFICA B. AUMENTG DE VISCOSIDAD EN EL PROCESO DE FERMENTACION DE LA LECHE CON

CEPA CONTROL Y CEPA FILANTE PARA LA ELABORACION DE QUESO MANCHEGO AL

17% DE SOULIDOS TOTALES (MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADC. ANOVA: =
0.0001)
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4.3 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS EN LOS QUESGCS

4.3.1 QuUEsO TiPO PANELA

Uno de los parametros utilizados para evaluar la influencia del
exopolisacarido en los quesos realizados fue el rendimiento (tabla 9) determinado

al dia siguiente de su elaboracion.

TABLA 8. PORCENTAJE DE RENDIMIENTOS DE LOS QUESOS PANELA REGISTRADOS AL
DIA SIGUIENTE DE SU ELABORACION.

sssss

e e .
- QUESO

ALES Y - CONTROL:
12.5 11.230.58 1
17 16.1620.83 18.370.76

Nota: £ correspondiente a Desviacion Estandar.

Asi también, se observé que el queso con la cepa filante tiene un aumento
significativo («=0.0325) de aproximadamente ei 17% mas de rendimientc que el

control en el gueso panela con 12.5% de solidos totales (Grafica 7).

HY
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GRAFICA 7. COMPARACION ENTRE EL RENDIMIENTO REGISTRADC CON CEPA CONTROL Y
CEPA FILANTE EN EL QUESO PANELA AL 12.5% DE SOLIDOS TOTALES, UN DiA
DESPUES DE SU ELABORACION (MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADO. ANOVA
a= 0.0325).

El queso panela con 17% de sélidos totales registrd un aumento
significativo («¢=0.0328) del 14% aproximadamente en el rendimiento al utilizar la

cepa filante con respecto al control (Grafica 8).
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GRAFICA 8. COMPARACION ENTRE EL RENDIMIENTO REGISTRADO CON CEPA CONTROL Y
CEPA FILANTE EN EL QUESO PANELA AL 17% DE SOLIDOS TOTALES, UN DiA
DESPUES DE SU ELABORACION {MEDICION RALIZADA POR TRIPLICADO. ANOVA
a = 0.0328).

Un incremento en el rendimiento (sin modificacién en su extracto seco) es
un reflejo directo de un aumento en el contenido de humedad en el queso {Scott,
1991). Como se observa en la Tabla 10 existe un incremento en la humedad
registrada cuando se utllizd la cepa filante. Al realizar el andlisis estadistico se
obtuvo una diferencia significativa {(«= 0.0001) tanto para el queso con 12.5% de
ST como para el de 17% de ST.
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TABLA 10. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL QUESO PANELA

QUESGPAREEA T

o 12.5%. <

W g : @%% EReG. L
Humedad 5275 £1.17 | 56.86 +1.92 160.07 +1.13 | 63.90 +1.17

Solidos Totales 4725 +1.21 | 43.14 192 13983 +1.35! 36.10 = 1.17

Grasa 23.58 £1.27 | 23.23 +3.18 | 13.50 +0.50 | 1467 +2.25

Grasa retenida 7551 +4.08 | 8680 +1.41 | 70.48 +1.85 | 86.39 £4.91

Solidos no grasos 23.67 +2.10 | 19.19 +1.14 | 26.43 +1.25 )| 2143 £1.30

Grasa en base seca 4984 408 | 48.56 +4.27 |1 35.29 +1.34 | 4293 +2.00

*SNG en base seca 50.16 +4.08 | 51.44 +4.27 6471 +1.34 | 57.07 +2.00

*SNG: Solidos no grasos.
Nota: £ correspondiente a Desviacion Estandar

En la grafica 9 se puede ver también la diferencia registrada en la
humedad entre el queso control y el filante. El aumento en la humedad para el
queso panela con 12.5% fue de 6.74%. La retencion de agua se debe a que el
exopolisacarido producido por las bacterias filantes tiene la capacidad de unir [as
proteinas de la leche, especialmente [as caseinas formando una matriz con mejor
capacidad de retencion de agua (Schellhass y Morris, 1985; Garcia-Garibay y
Marshall, 1991; Waicher-Rodarte y col. 1993). Estas interacciones entre el
exopolisacérido y los componentes de la leche provocan aumentos en el
rendimienio del queso debido a que se retiene mayor cantidad de agua (Low vy
col. 1988, De Vuyst y Degeest, 1999).

El aumento en la humedad que se obtuvo fue mayor que lo publicado por
Perry y col., (1997), quienes registran un aumento de 3% en la humedad de

queso Mozarella bajo en grasa al utilizarse un cultivo productor de polisacarido.
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El haber obtenido valores mas altos en la humedad del queso panela en

comparacion con lo reportado por Perry y col. (1897) se debe a que los procesos

de elaboracion son distintos; en el gueso Mozarella se lleva a cabo un escaldado,

con lo cual hay mayor expulsién de suero, o que no sucede con el quesc panela

ya que el escaldado no se efectla.

52
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CONTROL
EFILANTE
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GRAFICA 9. COMPARACION ENTRE LA HUMEDAD REGISTRADA CON CEPA CONTROL Y CEPA
FILANTE EN EL QUESDO PANELA AL 12.5% DE SOLIDOS TOTALES, UN DiA
DESPUES DE SU ELABORACION {MEDICION RALIZADA POR TRIPLICADO. ANOVA
o= 0.0001).
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En el queso panela con 17% de solidos totales el aumento en la humedad
fue de 6.06% cuando se utilizé la cepa filante (Gréafica 10). Con estos resultados
se reafirma la teoria explicada en el parrafo anterior acerca de la influencia del

exopolisacarido y la matriz proteica.

HUMEDAD PANELA17%

ARl
e

oy

WCONTRCL | -
FILANTE

[
o BT S

Humedad (6/0)

50 + fixia _ ) T : -krig'.z
FILANTE

GRAFICA 10. COMPARACION ENTRE LA HUMEDAD REGISTRADA CON CEPA CONTROL Y CEPA
FILANTE EN EL QUESO PANELA AL 17% DE SOLIDOS TOTALES, UN DiA DESPUES

DE SUELABORACION (MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADO. ANCVA =
0.0001).
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El comparar la diferencia de humedad entre la cepa control y filante en el
queso con 17% de sdlidos totales se ve que no es significativamente mayor que
la diferencia de humedad entre la cepa control y filante en el queso con 12.5% de

solidos totales.

Otro parametro fisicoquimico que se midi¢ fue la grasa retenida, ésta fue
significativamente mayor (o= 0.001) en los quesos en que se utilizo la cepa
productora de exopolisacarido (con 12.5 y 17% de sdlidos totales). Lo anterior
sugiere que la presencia del exopolimero al unirse con las caseinas y formar la
red tridimensional ayuda a que los glébulos de grasa queden atrapados en la

matriz proteica evitando asi la salida de estos.

La grasa retenida por el queso con 17% de solidos totales es mayor que el
de 12.5% de solidos. Esto se puede explicar por dos factores, el primero se
enfoca en la estructura del queso: la caseina forma una red proteica que atrapa a
los glébulos de grasa, por lo tanto es necesario que exista suficiente proteina

presente para formar una red que de las caracteristicas solidas al queso.

Si aumentamos la cantidad de caseina, dicha red se fortalece y en
consecuencia hay una mayor interaccion entre [a proteina y la grasa (Prentice,
1992). El segundo factor se refiere a la presencia del exopolisacarido producido
por la bacteria filante que como va se explicé interactlia con la matriz proteica y al
haber mayor concentracion de caseinas hay mayor interaccion resultando mas

grasa retenida en la red.

i
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4.3.2 QUESO TiPO MANCHEGO CON 17% DE SOLIDOS TOTALES

Para evaluar el efecto del exopolisacérido en este queso se determind el
rendimiento (Tabla 11).

TaBLA 1. PORCENTAJE DE RENDIMIENTOS DE LOS QUESOS MANCHEGO REGISTRADOS
ALOS 7 Y12 DiAS DESPUES DE SU ELABORACION

g
T P -IEANTE

7 14.56 +0 .29 16.44 £ 0.13
12 13.51+£0.48 15.15 +0.30

Nota: + correspondiente a Desviacién Estandar.

Se obtuvo un valor signiﬁcativamenfe mayor en los quesos con cepa filante
(x=0.0011) al registrado (Grafica 11) en los quesos realizados con la cepa

productora del exopolisacarido a los 7 dias de maduracion.

Rendimlento (%)

Sl
Filante

Control

GRAFICA 11. COMPARACION ENTRE EL RENDIMIENTC REGISTRADC CON CEPA CONTRCL Y
CEPAFILANTE EN EL QUESO MANCHEGO AL 17% DE SOLIDOS TOTALES. SIETE
DIAS DESPUES DE SU ELABCRACION (MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADO.
ANOVA o= 0.0011).
7
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Alos 12 dias de maduracitn (Gréfica 13), también se encontré un aumento
significativo en el rendimiento («=0.0011), cuando se utilizé la cepa filante.

En el trabajo realizado por Flores (2001) se encontrd también diferencia
significativa en el rendimiento a los 7 dias de maduracion cuando se utilizd cepa
filante. Sin embargo, a los 12 dias de maduracién no hubo diferencia significativa
en el rendimiento ya que durante el proceso de maduracion hubo una pérdida de
agua excesiva debido a que no se tenia un control de ia humedad relativa del
ambiente de maduracion y como resultado se le formo una costra gruesa que en
nuestro caso no se observé.

Ademas, como se explicé en parrafos anteriores es posible que podria

deberse también al aumento de sélidos totales en el queso manchego.

i%g;’g‘g}g’;::u;\ N e

14.5 5

Rendimiento (%)

13.5 -

Control

GRAFICA 12. COMPARACION ENTRE EL RENDIMIENTO REGISTRADO CON CEPA CONTROL Y
CEPA FILANTE EN EL QUESO MANCHEGO AL 17% DE SOLIDOS TOTALES .DOCE DiAS
DESPUES DE SU ELABORACION {MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADRO. ANOVA o= 0011).
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Durante el proceso de maduracion fa humedad se va perdiendo de manera

paulatina tratando de equilibrarse con la humedad relativa del ambiente. Asi pues,

en este trabajo se dejd madurar el queso manchego durante 12 dias en total,

dentro de los cuales se midid la humedad a los 7 v a los 12 dias con el fin de

recabar informacion sobre ef comportamiento en lo referente a ia pérdida de agua

por el paso del tiempo, asi como las diferencias que pudieran existir debido a la

utilizacion de la cepa filante (Tabla 12.)

TABLA 12. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL QUESO MANCHEGO CON 17% DE ST

T

?ﬁgg%é
Humedad

Sélidos Totales
Grasa

(Grasa retenida
Sc¢lidos no grasos
Grasa en base seca
*SNG en base seca

4

L 1?
N c i aw;%l%%
i

— PSR
£t b} :
;
© meldn e
13 H HEE
R B (y S %

Dmg N

T P

. 3 94"
i oz§: é gu %v‘%ﬁ

46.35£0.28
53.65£0.77
18.33 = 0.57
87.51 £ 345
35.32 £ 0.45
34.17 £ 0.57
65.83 £ 0.57

53.95+1.57
46.08 £ 1.57
20.67 £0.57
92.07 £0.93
2542 £1.64
44.89 £ 1.86
55.11 +1.86

40.09+1.14
59.91 £ 1.30
19.83£0.76
89.96 + 3.11
38.07 £0.86
34.78 + 0.35
65.22 + 0.60

49.85 + 1.07
50.15 + 1.07

23.67 £0.57
05 22 + N K7

PR el R v v

2649 +1.22
47.21+1.48
275 +1.48

*SNG: sdlidos no grasos.

Nota: + correspondiente a Desviacién Estandar.

Como se observa en la Grafica 13, con la utilizacion de la cepa filante se

registré un aumento en la humedad de 16.39% a los 7 dias y a los 12 dias de

24%.
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GRAFICA 13. COMPARACION ENTRE LA HUMEDAD REGISTRADA CON CEPA CONTROL Y CEPA
FILANTE EN EL QUESO MANCHEGO AL 17% DE SOLIDOS TOTALES. SIETE Y DOCE
DIAS DESPUES DE SU ELABORACIGN (MEDICION REALIZADA POR TRIPLICADO.
ANOVA a= 06.00001).

Existid un aumento significativo («¢ = 0.0001) en la humedad registrada
cuando se utilizo la cepa filante, tanto a los 7 dias como a los 12 dias. Este
comportamiento nos confirma una vez mas que el biopolimero retiene agua
dentro de la matriz del queso ya que se forma una red tridimensional mas
compacta; es decir las uniones existentes entre las micelas de caseina son
mayores lo que da como resultado un aumento en el agua retenida. Estudios
previos (Flores, 2001} con este mismo tipo de queso, pero con menor contenido
en solidos totales (12.5%) muestran también que se retiene mayor contenido de

agua (9% aproximadamente) con ia cepa filante.
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En adicion a esto, el aumento en la cantidad de sdélidos se fraduce en un
aumento en el contenido de caseina que fortalece mas las interacciones entre las
cadenas de caseina y el polimero con lo cual el agua ligada que se pierde es

menor que en el queso manchego con 12.5% de ST.

Sin embargo, la diferencia de humedad registrada a los 7 dias de
maduracion entre el queso manchego control y filante fue menor que a los 12
dias de maduracion, lo cual se debe a que hay mas pérdida de humedad porque

hay mayor contenido de agua y por lo tantc mayor Aw.

Con respecto a la grasa retenida en el queso manchego, se observa (tabla
12) que en ambos casos (7 y 12 dias) aumenta de forma significativamente (o=
0.001) al haber utilizado la cepa filante. Dicho aumento fue de 5%
aproximadamente, lo que concuerda con los resultados de Flores {(2001), en
donde se registré también un aumento en el contenido de grasa al utilizar la cepa
filante en Ia elaboracion de queso manchego con 12.5% de ST. Este fendmeno
también se debe al incremento en las interacciones entre el polimero y la matriz
proteica, dando lugar a una red mas compacta y con mayores uniones internas

con lo cual, la grasa queda atrapada vy por lo tanto se retiene mayor cantidad.

Si comparamos la grasa retenida en los quesos panela con la grasa
retenida en el queso manchego, podemos observar que hay un aumento
importante en la cantidad de grasa retenida en éste (ltimo, lo cual puede deberse

al siguiente fenémeno:

&0
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despues del corte la cuajada es blanda y el recubrimiento superficial de las
particulas que la constituyen posee una estfructura abieria; el escaldado, o ia

coccion de la cuajada provoca ta contraccion de la matriz proteica {Scott, 1991).

Asi pues, en el caso del queso panela, éste tiene una estructura abierta y
por lo tanto se da lugar una expulsidon de suero mayor, lo cual provoca pérdidas
de grasa, en cambio, en el queso manchego la contraccion de {a matriz proteica

hace que se haga un red mas cerrada (Scott, 1991).
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4.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para confirmar la presencia del exopolisacarido y explicar los cambios en
la microestructura y fisicoquimicos registrados en los quesos panela, se
realizaron estudios de microscopia electronica de barrido en donde se observa
claramente la diferencia entre el queso control y filante, ya que en este Ultimo el

polisacéarido esta presente (figuras 7 y 8).

5000 X

FIGURA 7 . MICROGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESC PANELA CON 12.5% DE ST
CON CEPA CONTROL. (MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El = ESPACIOS
INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS)



FiGURA 8 . MICROGRAFiA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESO PANELA CON 12.5% DE ST
CON CEPA FILANTE. {MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El = ESPACIOS
INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS , EPS = EXOPOLISACARIDO)

En la micrografia efectuada al queso panela con un contenido en solidos
totales de 12.5% se observa (figuras 8 y 10) que el polisacarido producido por
Streptococcus thermophiflus SY-102 forma una red tridimensional que interactua
tanto con la matriz proteica del queso como con los Sirepfococcus. Ademas es
evidente que el biopolimero atrapa los glébulos de grasa lo cual explica el
incremento en la retencidén de grasa. Se observa que la matriz del queso presenta
muchas cavidades grandes en los que presumiblemente se encontraba la fase

liquida (suero) (figura 7 y 9).

&
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2000 X
FIGURA § . MICROGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESC PANELA CON 12.5% DE ST
CON CEPA CONTROL. (MP= MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El = ESPACIOS
INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS)

O PSSRt

2000 X
FIGURA 10 . MICROGRAFIA ELECTRONIGA DE BARRIDO DEL QUESO PANELA CON 12.5% DE ST
CON CEPA FILANTE. (MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El = EspPacCiOs
INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS , EPS = EXOPOLISACARIDO}
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Estudios microscopicos previos mostraron que una parte del polisacarido
producido por una cepa filante de Lactobacillus bulgaricus se entrelaza con las
células y la caseina por via de una red de filamentos visibles, influenciando de
esta manera la viscosidad del medio (Botazzi y Bianchi, 1986, Teggatz y Morris,
1990). A pesar de que se trabajo con una cepa distinta, en las micrografias se
observa una estructura similar a la mencionada anteriormente (figuras 8 y 10, 13
y 14).

Como menciona Perry y col. (1995) ia presencia del polimero resulta de la
formacion en cavidades en donde se aloja el suero, lo gue explica el incremento

en la humedad.

Ashraf y col. (1997) demuestran mediante microscopia laser que la
cuajada hecha con bacterias formadoras de capsula tiene grandes poros, los
cuales producen una discontinuidad en la estructura de ia misma; de manera
opuesta se observa en una cuajada en donde no se utilizé una cepa productora
de cépsula, una estructura continua incapaz de retener grandes cantidades de
suero; este estudio se realizd tanto con leche baja en grasa como con leche
entera, observandose la discontinuidad méas notoriamente cuando se utilizé [a
bacteria formadora de capsula en la cuajada baja en grasa; por otro lado, al usar
la misma cepa, pero en leche entera, se observa una discontinuidad, pero ésta es
debida principalmente a los glébulos grasos, por lo gue probablemente, el utilizar
tanto leche entera como una cepa productora de exopolisacarido puede dar un

efecto sinérgico en la retencion de suero.
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Por otro lado, en los estudios de microscopia electronica realizados a
quesos panela con una cantidad mayor de solidos totales (17%) tambien se
observa la presencia del exopolisacérido (figuras 13 vy 14) en donde se utilizé la
cepa filante, mientras que en los quesos realizados con la cepa conirol no se

observa el bicpolimero (figuras 11y 12).

FIGURA 11 . MiICROGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESO PANELA CON 17% DE
SOLIDOS TOTALES, CEPA CONTROL. (MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA,
El = ESPACIOS INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS).

&b
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FIGURA 12. MICROGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESO PANELA CON 17% DE
$OLIDOS TOTALES, CEPA CONTROL, (MP = MATRIZ PROTEICA, 3G = GLOBULOS DE GRASA,
El = ESPACIOS INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS)

En las micrografias realizadas a los quesos con mayor cantidad de solidos
se observan espacios intersticiales que pueden representar ia cantidad de agua
retenida en esa matriz, obteniendo siempre ur mevor porcentaje de humedad en

aquel realizado con \a cepa productora del polimero.

Es perceptible un aumento en la densidad de la matriz proteica de los
quesos obtenidos con 17% de sdélidos totales, tanto filante como control, con
respecto a los realizados con menor cantidad de solidos debido a que existe una
mayor concentracion de caseina como consecuencia del incremento en dicho

parametro.
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El incrementar la cantidad de caseina (cuyo componente le da el caracter
s6lido a la estructura del queso) da como resultado el aumentar la firmeza del
queso, ya que se incrementan el nimero de interacciones entre las micelas de
caseina. La grasa contenida en el queso es normalmente sostenida por la red de
caseina con ello se puede explicar el incremento en la cantidad de grasa retenida
en los quesos con mayor porcentaje de sélidos totales (Prentice, 1992), a pesar
de que fisicamente no se observen los globulos grasos en las micrografias; esto
puede deberse a que la misma red de caseina es tan densa que no permite Ia
observacién de dichos glébulos y sobre todo, porque la microscopia permite
observar un campo muy reducido que no es necesariamente representativo de

toda ia estructura del queso.

2000 X
FIGURA 13. MICROGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESO PANELA CON 17% DE
SOLIDOS TOTALES, CEPA FILANTE. {MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El
= ESPACIOS INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS , EPS= EXOPOLISACARIDO).

88



Lo
ftulo 4

(/1

P
3

5000 X
FIGURA 14. MICROGRAFIA ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESO PANELA CON 17% DE
SOLIDOS TOTALES, CEPA FILANTE. (MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El
= ESPACIOS INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS , EPS = EXOPOLISACARIDO)

En estudios anteriores en donde se realizé una microscopia electrénica al
queso manchego con 12.5% de sodlidos fotales se confirmd la presencia del
exopolisacarido como se observa en la figura 15. También se observa que la
matriz del queso presenta muchas cavidades grandes (espacios intersticiales) en
los que se encuentra la fase liquida, observando ademas que en los quesos
filantes existe una distribucidn homogénea de los glébulos de grasa en la matriz

proteica de! queso (Flores, 2001).
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Los estudios de microscopia electronica realizados en los quesos
manchego elabeorados con la cepa filante, mostraron la presencia y adhesion del
polisacairdo a la matriz proteica, formando una red fridimensional que tiene la
capacidad de interactuar tanto con los Streptococcis como con {a maftriz proteica,
ayudando de esta manera la retencion de agua y grasa en la matriz del queso,
generando sistemas menos susceptibles a presentar le fenébmeno de sinéresis
(Flores, 2001).

Por lo anterior se puede sugerir que en el quesc manchego con 17% de
solidos totales ocurre un efecto similar que con el queso panela con el misme

contenido de sdlidos.

5000X

FIGURA 15 . MICROGRAF{A ELECTRONICA DE BARRIDO DEL QUESO MANCHEGO CON 12.5% DE
SOLIDOS TOTALES, CEPA FILANTE. (MP = MATRIZ PROTEICA, GG = GLOBULOS DE GRASA, El
= ESPACIOS INTERSTICIALES, ST = STREPTOCOCCUS, EPS= EXOPOLISACARIDO).
CORTESIA: Flores, A., 2001,
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Conclusiones

¢ Durante la fermentacion de la leche se observé un incremento significativo en
la viscosidad aparente al utilizar la cepa filante Streptococcus thermophilus
SY-102 (o= 0.0075 en el queso paneia con 12.5% y a= 0.0004 en el queso
paneia con 17% de ST). De igual forma, en la fermentacion de la leche para
elaborar el queso manchego con 17% de ST se tuvo un aumento significativo
en la viscosidad aparente (a= 0.0001). Al utilizar leche con mayer contenido
de sdlidos totales tanto para la elaboracion del queso panela como para ia
elaboracion del queso manchego (17%), se obtuvieron valores mas altos en la
viscosidad aparente al utilizar la cepa filante que cuando se utilizd leche con

menor contenido de sdlidos totales (12.5%).

¢ La viscosidad empezd a aumentar a pH cercanos a 6 lo que concuerda con
trabajos previos en donde se dan las condiciones Optimas para la produccion
del exopolisacarido. La temperatura de la leche durante ia fermentacion fue de
37°C.



Conclusiones

¢ El tiempo de fermentacion de la leche fue de 120 minutos tanto al utilizar la
cepa control como al uiilizar la cepa filante para la elaboracion del gueso
panela con 125 y 17% de ST. El tiempo de fermentacion de la leche
destinada a la elaboracion del queso manchego con 17% de ST fue de 180

minutos para ambas cepas.

¢ En el queso panela con 12.5% de ST se registrd un aumento significativo
(@=0.0325) en el rendimiento de 16.83% con respecto al control. En el queso
panela con 17% de ST se registré un aumento significativo {(¢=0.0328) de
13.67% con respecto al control. Por dltimo, en el qgueso manchego con 17%
de ST se registrd un aumento significativo (¢=0.0011) de 12.91% a los 7 dias
yde 12.14% a los 12 dias

¢ En el queso panela con 12.5% de ST hubo un aumentc significativo (o=
0.0001). en la humedad al utilizar la cepa filante de 7.79% En el queso panela
con 17% de ST se registré un aumento significativo («= 0.0001) con [a cepa
filante de 6.37%. En el queso manchego con 17% de ST también se registrd
un aumento significativo («= 0.0001 en ambos casos). con cepa filante. A los
7 dias fue de 16.39% y % a los 12 dias fue de 24%.

¢ Al comparar {a aiferencia de humedad entre {a cepa control y filante en el
queso panela con 17% de sodlidos totales no se obtuvo una diferencia
significativa en la humedad registrada entre la cepa control y la cepa filante
con respecto a la humedad registrada en el queso panela con 12.5% de

solidos totales.



Conclusiones

¢ Al utilizar la cepa productora de exopolisacarido, se registré un aumento
significativo («= 0.001 en ambos casos) en la retencion de grasa tanto para el
queso panela con 12.5% de ST como para el quesc con 17% de ST. Al
comparar la grasa retenida enire los quesos panela con diferente
concentracion de ST, se obtuvo una mayor retencion de grasa en el queso
con 17% de ST. En el queso manchego con 17% de ST [a grasa retenida fue

significativamente mayor al utilizar la cepa filante (o = 0.001).

¢ Mediante el estudio de Microscopia electronica de barrido que se realizé a los
quesos panela { 12.5 y 17% de ST), se pudo comprobar [a presencia del
exopolisacarido producido por la cepa de Sfreptococcus thermophilus. Se
observa que el polisacarido interacciona tanto con la matriz proteica del queso

como con los glébulos de grasa.

¢ Por dltimo, mediante el estudio de la microscopia electronica que realizamos
pudimos observar las diferencias existentes en ta matriz proteica cuando se
utilizé una mayor cantidad de sélidos totales en la leche. Asi pues, es claro
que se tiene una red mas densa porque existe una mayor concentracion de

caseina.

¢ Como conclusion general, podemos afirmar que al utilizar la cepa productora
de exopolisacarido (Streptococcus thermophilus Sy-102) se obtuvieron
beneficios en el rendimiento, humedad v retencion de grasa en los quesos tipo
Panela y Manchego en comparacion con los resuliados obtenidos en dichos

parametros al utilizar la cepa control.
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Apéndice

CALCULOS
RENDIMIENTO

El rendimiento quesero es la expresion matematica de la cantidad de
gqueso obtenida a partir de una determinada cantidad de leche. Se puede

expresar por el nimero de kg de queso obtenidos a partir de 100 kg de leche
(Amiot, 1998).

El rendimiento fue calculado con la siguiente férmula:
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Donde:

R = rendimiento del queso en %

P+ = peso del queso final (g)

P, = peso de la leche total (g)

DETERMINACION DE GRASA

Método de Gerber (segin el principioc Schmid-Bendzynski-Ratzlaff).
(Covarrubias, 1997).

Se fundamenta en el empleoc de H>SO4, alcohol isocamilico v la fuerza
centrifuga para separar la grasa del queso mediante la degradacion de las

proteinas del queso y la separacion de la emulsion.

Preparacion de la muestra

Moler la muestra con un railador hasta obtener una masa homogénea.

Procedimiento

Pesar 3g de queso y colocarios en un butirdmetro de queso.

Afiadir por la abertura pequefia del butirbmetro 10 mL de acido sulfarico,
agregar 5mL de agua y 1mL de alcohol isoamilico.

Agitar el butirbmetro hasta disolver las proteinas.

Calentar a 65£2 °C hasta ver aparecer una ligera capa de grasa.
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Centrifugar (centrifuga Gerber K. SCHNEIDER & CO) 10 minutos y realizar la

lectura de grasa en la escala del butirometro.

DETERMINACION DE SQLIDOS TOTALES

El contenido de solidos fotales se determiné mediante la evaporacion del

agua de la muestra a una temperatura de 102°C en una estufa de desecacion.

Preparacion de la muestra.

Moler la muestra hasta obtener una masa homogénea, tener cuidado de evitar

la pérdida de humedad

Procedimiento

Calentar una céapsula en la estufa de desecacion a 102 ..* 1°C hasta obtener
su peso constante (observando una diferencia menor a 0.5 mg).

Colocar 3 g de muestra en la capsula y calentar en una estufa a 102°C
durante 2 horas.

Dejar enfriar en un desecador, pesar y volver a colocarla en la estufa a la
misma temperatura 1 hora.

Repetir lo anterior hasta que la diferencia de masa de dos pesadas sucesivas

no sea mayor de 0.5mg.



a) Solidos Totales

Donde:

ST= Sdlidos totales, en % (m/m)

mo= Peso final de la capsula con la muestra
m= Peso inicial de la capsula con la muestra

mo= Peso de la capsula sin muestra

b) Humedad

Se calcula por diferencia

% H=100% - % ST

Donde:

H = Humedad

ST = Sdlidos totales

¢) Grasa base seca

Jipéndice




Donde:

GBS = Grasa en base seca (%)
MG = Materia grasa

ST = Solidos totales

d) Sdélidos no grasos

SNG = % ST - %MG

Donde:

SNG =Sdlidos no grasos (%)
ST = Solidos totales

MG = Materia grasa

e} Sdlidas no grasos base seca

SNG
SNGBS = —---- X 100
ST
donde:
SNGBS = Sélidos no grasos base seca (%)
SNG = Sdlidos no grasos
ST = Sdlidos totales

AApéndice
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F}) Grasa retenida

Se realizd mediante un balance de materia en donde se tomaron en cuenta los

pesos tanto de la leche {(materia prima inicial) como del queso {producto).

LXG=M
PXN=Q

Entonces M =100%
Q= X

Donde:

L= Peso inicial de la leche

(3= % grasa de la leche

M = Gramos de grasa totales en la leche
P= Peso del
N= % grasa del queso

Q= Gramos de grasa fotales en el queso

X = % de grasa retenida en el queso
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