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INTRODUCCION

La produccién de alimentos de origen animal es poco eficiente, emplea de manera intensiva
recursos naturales no renovablesy es altamente contaminante. Por ello, los consumidores estan cada
vez mas conscientes de la necesidad de migrar el esquema de alimentacién que impera en nuestros
dias, hacia uno mas sustentable, que enfatice el consumo de productos de origen vegetal. En afios
recientes, estas dietas se han popularizado, en particular entre consumidores jovenes, que relacionan
la ingesta excesiva de carnes rojas con una mayor incidencia de enfermedades crénico-degenerativas
y, por ello, evitan o reducen el consumo de productos de origen animal, sustituyéndolos por
alimentos vegetales, como frutas, verduras, legumbres, nueces, granos y semillas; en funcién del
grado de exclusion de dichos productos éstas pueden ser vegetarianas o veganas.

Las razones para elegir estilos de vida como el vegetarianismo y el veganismo son variadas;
sus defensores las perciben como mas saludables, pues el consumo de productos de origen vegetal
proporciona una mayor ingesta de antioxidantes, fibra y otros compuestos bioactivos; ademads un
segmento de consumidores valora estas dietas pues consideran que promueven un tratamiento ético
de los animales, ya que buscan eliminar, o al menos, disminuir el maltrato y sufrimiento animal;
adicionalmente, las dietas con bajo consumo de productos de origen animal se asumen como mas
amigables con el ambiente, pues usan menos recursos y los emplean mas eficientemente.

Actualmente existen en el mercado productos vegetarianos y veganos que, con diverso grado
de éxito, buscar emular a sus contrapartes de origen animal, como parte de un movimiento que
propugna por la transicién proteica, pasando de fuentes tradicionales a aquellas obtenidas de fuentes
vegetales. Con este fin, actualmente se emplean diversas proteinas de origen vegetal en el disefio de
productos alimenticios incluyendo de haba, amaranto, cafiamo, alpiste, avena, garbanzo, frijol, entre
otras, destacando el uso de proteina de chicharo, una leguminosa de bajo costo de produccién, buena
calidad proteica y disponibilidad global, que muestra propiedades tecnoldgicas, funcionales y
nutrimentales promisorias y exhibe el mayor nimero de aplicaciones en industria alimentaria. Sin
embargo, aunque su produccion puede ser menos costosa que la de proteinas de origen animal, la
mayoria de proteinas vegetales presentan enormes retos desde diversos puntos de vista;
nutrimentalmente, pues su contenido y calidad proteica son generalmente menores;
tecnoldégicamente, porque con frecuencia éstas presentan caracteristicas funcionales y sensoriales
deficientes y para subsanar estas deficiencias, muchos productos de este tipo presentan incluyen una
cantidad considerable de aditivos, lo que resulta contradictorio para los consumidores de este
segmento, quienes generalmente buscan etiquetas limpias.

Considerando estos problemas, diversos investigadores han buscado satisfacer las
necesidades del mercado a través de un enfoque alterno basado en dietas flexitarianas. Estas
también buscan reducir el consumo de productos de origen animal coadyuvando a la transicion
proteica mencionada, pero sin prescindir enteramente de ellos. Este enfoque puede resultar
conveniente para disefiar nuevos productos dada la dificultad de formular productos veganos
nutritivos, tecnolégicamente funcionales y sensorialmente aceptables; un producto hibrido permite
el uso conjunto de ingredientes de origen animal y vegetal, lo que posibilita subsanar algunos de los
retos que enfrentan los productos veganos y vegetarianos y que han despertado el interés de
compafiias de lacteos alrededor del mundo, México incluido. Sin embargo, al emplear proteinas de
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diversos origenes puede presentarse cierta falta de interaccion entre ellas, lo cual puede dificultar su
integracion y generar nuevos defectos tecnoldgicos no observados en sistemas mono componente.
Por ello, resulta esencial disefiar procesos que mejoren la interaccién entre proteinas animales y
vegetales en productos hibridos. Dentro de este rubro, se ha explorado recientemente a los quesos.

La produccion de queso inicid hace 8000 afios, impulsada por la necesidad para conservar la
leche por largos periodos de tiempo (Fox et al., 2017), transformdndola en un material viscoeldstico
por induccién de una transicion sol-gel de las caseinas inducida por acidificacion y/o adicién de
enzimas coagulantes. La cuajada formada es separada después de una parte no conglomerada de
proteina de suero (Grossmann & McClements, 2021). A la fecha, se han identificado mas de mil
variedades diferentes de queso los cuales se pueden clasificar segun diversos criterios, incluyendo su
esquema de fabricacion (madurado, fresco y procesado); textura (suave, semi suave, duro, semi duro
y duro); tipo de leche empleado para su elaboracién (vaca, bufalo, cabra, otras especies) entre otros.
El queso es un alimento nutritivo, rico en macronutrientes (especialmente grasas y proteinas), y
micronutrientes como vitaminas (A, B, y B1z), y minerales (calcio, fésforo, selenio y zinc) (Fox, 2004).
Usualmente tiene alrededor de diez veces mas contenido de proteinas que la leche, por lo que
constituye un elemento importante en la dieta occidental.

Aunque por normativa los quesos deben fabricarse enteramente de leche, en afios recientes,
se ha introducido el término quesos con base vegetal, también conocidos como quesos veganos;
estos productos son procesados con ingredientes vegetales, su objetivo es igualar los atributos de
sus contrapartes convencionales, pero, para ello, requieren de un numero muy grande de
ingredientes y de distintas técnicas de estructurado; ademas, su procesamiento es complejo, pues el
comportamiento de los ingredientes con base vegetal es muy diferente al de sus equivalentes de
origen animal (Kamath et al., 2022).

Dentro de los ingredientes empleados para fabricar quesos veganos destacan polisacaridos y
proteinas vegetales debido a su rol como elementos estructurantes. Entre los primeros se emplean
ingredientes como gomas (konjac, agar, algarrobo, xantana, carragenina y guar, entre otras) y
almidones (nativos y modificados) de fuentes como arroz, tapioca, papa y maiz (Open Food Facts,
2023; Grossmann & McClements, 2021) y otros polisacaridos como inulina (Kamath et al., 2022).
Ademads, como fuente de proteina se emplean frecuentemente concentrados y aislados proteicos de
soya (Salinas-Valdés et al., 2015)., frijol, haba, garbanzo y chicharo, aunque el pronunciado sabor a
leguminosa de algunas especies puede limitar su comercializacion (Jeewanthi, 2018). Otras fuentes
reportadas de proteinas vegetales incluyen arroz, amaranto, trigo, papa, entre otras.

Diversos estudios indican que los productos analogos presentan areas de oportunidad
durante su fabricacién y en sus caracteristicas sensoriales. En este contexto se han realizado andlisis
de quesos de base vegetal, reportandose distintos defectos sensoriales y una menor aceptabilidad
(Sim et al., 2021). Por los problemas citados se ha propuesto el uso de sistemas mixtos para la
elaboracién de productos tipo queso, que empleen proteinas vegetales selectas mezcladas con
proteinas lacteas. Entre las primeras, los aislados de proteina de chicharo se utilizan en la formulacién
de diversos productos hibridos, incluyendo lacteos (yogurt, quesos) y otras matrices alimentarias
(Masia et al., 2022). Recientemente, Omrani Khiabanian et al. (2020) emplearon mezclas de caseina
y aislado de proteina de chicharo para fabricar un producto tipo queso mozzarella reportando
algunos cambios sustanciales en textura y defectos importantes de flavor en el producto.



Se ha propuesto que las microestructuras de los geles mixtos especificamente con proteina
de chicharo dependen principalmente de la técnica de gelacion utilizada (acida o enzimatica) (Ben-
Harb et al., 2018), aunque su uso puede reducir la firmeza del gel (Fox & Guinee, 2022); por ello, se
considera que es necesaria la modificacion estructural de las proteinas de chicharo para modular su
funcionalidad como ingrediente de productos coagulados mixtos. Esto se ha llevado a cabo a través
de la modificaciéon de distintas variables de proceso incluyendo pH (Jiang et al., 2017), temperatura
(Mazinani et al., 2020) y ultrasonido (Yang et al., 2022).

El ultrasonido de alta intensidad (UAI) es uno de los métodos no térmicos emergentes mas
importantes para procesar y conservar alimentos, el cual consiste en la aplicacién de energia sénica
a frecuencias de 20 a 100 kHz a través de un medio liquido. Este método puede ser empleado como
una barrera de conservacion o bien como herramienta para alterar las propiedades fisicoquimicas,
estructurales y tecnoldgico-funcionales de matrices alimentarias selectas a través de cavitacién
(Bhargava et al., 2021). El UAI se ha empleado también para inducir la modificacién estructural de
proteinas de origen animal y vegetal (arroz, soya, frijol negro, girasol entre otras) (Vallejo-Dominguez,
etal., 2021). Recientemente, se ha reportado que tratamientos selectos de UAI pueden ser utilizados
para modificar las caracteristicas tecnolégicas de proteina de chicharo (Xiong, et al., 2018). Sin
embargo, a la fecha no se han encontrado reportes del uso de proteina de chicharo pretratada con
UAI como ingrediente para formular productos alimenticios, y, por tanto, se considera valioso
explorar su uso para la elaborar productos lacteos coagulados mixtos, suscritos en el contexto de una
dieta flexitariana. Tomando en cuenta lo anterior, se proponen los siguientes objetivos e hipdtesis
para el presente trabajo.

Objetivo General

Disefiar un producto coagulado mixto (PCM) tipo queso con leche entera bovina (LEB) y
proteina aislada de chicharo (PACh) sometida a pretratamientos selectos (ultrasonido de alta
intensidad, UAIl; pH shifting) y analizar cambios en sus parametros de elaboracién y propiedades
fisicoguimicas y sensoriales en comparacién con un queso panela.

Objetivos Especificos

1. Seleccionar las condiciones de proceso (concentracion, tiempo de UAI) que maximicen la dispersion
de PACh en medio acuoso sometida a pH shifting.

2. Seleccionar la razén de mezcla LEB: PACh pretratada (pH shifting + UAl) con base en cambios en
capacidad de retencién de agua (CRA) y firmeza de geles (FG) enzimaticos con respecto a un control
de LEB.

3. Evaluar cambios en parametros de elaboracién y evolucién de caracteristicas de calidad durante el
almacenamiento refrigerado de PCMs de mezclas preseleccionadas de LEB: PACh pretratada en
comparacién con un control (queso panela).

4. Establecer una técnica de andlisis descriptivo para evaluar la textura de los PCMs elaborados.

Hipdtesis
Es posible elaborar un producto lacteo coagulado mixto de proteina aislada de chicharo
pretratada por ultrasonido de alta intensidad y pH shifting que posea caracteristicas sensoriales,
tecnoldgicas, y nutrimentales similares a las de un queso panela elaborado con leche entera
bovina.



1. Marco Tedrico
1.1. Tecnologia de quesos y productos analogos
1.1.1.Caracteristicas generales del queso

La leche es un fluido producido por las hembras de mamiferos y su principal funcién es nutrir
a los neonatos de sus especies, por lo que debe proporcionar los nutrimentos requeridos por cada
tipo de cria (Gazi et al., 2022). La composicion de la leche es sumamente compleja y varia con la
especie, raza, etapa de lactancia, estaciéon, edad, salud, esquema de alimentacion, individuo, entre
otros. Los principales componentes de la leche son, en orden decreciente, agua, lactosa, grasa,
proteinasy minerales (Miller et al., 2012); desde el punto de vista fisicoquimico, la leche es compleja,
pues es una emulsion de glébulos de grasa y un sol de proteinas y minerales coloidales en una
solucién de lactosa y sales minerales (Altomonte et al., 2018). Desde el punto de vista normativo, las
leches fluidas y sus productos derivados son clasificados como lacteos. A partir de la leche pueden
elaborarse una amplia gama de productos incluyendo crema, mantequilla, yogurt, bebidas
fermentadas e innumerables variedades de quesos.

Se le otorga el nombre genérico de queso a los productos coagulados a base de leche con o
sin fermentacién; estos se producen con caracteristicas particulares en diversas partes del mundo
occidental empleando protocolos especificos de elaboracién (Soedamah-Muthu & Guo, 2020). Los
guesos son productos bioldgica y bioquimicamente dindmicos y, por tanto, inestables; éstos
conforman el grupo mas diverso de productos lacteos y se consideran los mas interesantes desde el
punto de vista cientifico-tecnolégico (Fox & McSweeney, 2017). La NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018
define a los quesos como el producto rico en caseina madurado o no madurado obtenido por
coagulacion total o parcial de proteina de leche por cuajo, otros coagulantes u otra técnica de
coagulacion analoga y por escurrimiento parcial del suero desprendido.

Existen al menos 400 variedades de quesos debido a que las diferencias en su origen,
composicién y proceso proporcionan a cada uno perfiles de sabor y textura Unicos; los criterios mas
comunes para su clasificacion son la presencia o ausencia de un proceso de maduracién (frescos y
madurados, respectivamente) y la textura (muy duro, duro, semi duro, suave y semi suave), la cual
se relaciona principalmente con el contenido de humedad. También se han clasificado por la especie
gue produce la leche, contenido de proteina, método de coagulacién, temperatura de coccién y
microbiota (Fox & McSweeney, 2017). En general, existen razones variadas para incluir queso en la
dieta diaria, incluyendo la adopcién de habitos mas saludables, por conveniencia o por
experimentacion sensorial, dada la gran diversidad de sabores y texturas que presentan. El queso
puede ser utilizado como ingrediente principal, como postre, como acompafiamiento de otros
alimentos y puede ser consumido sin preparacién o sometido a varios procesos de transformacién
empleando un amplio abanico de técnicas culinarias (Fox et al., 2017).

En la actualidad, dado el surgimiento de variantes andlogas, existe una clasificacion nueva en
el mercado, que divide a estos en quesos naturales, quesos procesados o imitaciones de quesos. Los
guesos naturales son elaborados utilizando Unicamente ingredientes tradicionales (leche fresca, sal,
cultivos lacticos) y otros ingredientes que pueden estar presentes en los procesos de coagulacién o
fermentacion; por otro lado, los quesos procesados emplean cierta proporcion de uno o varios quesos
naturales mezclados con sales emulsificantes y otros aditivos de bajo costo, mientras que las
imitaciones de quesos pueden estar elaborados con materias primas de origen lacteo (como
concentrados de proteinas lacteas) y no lacteo (incluyendo proteinas vegetales, hidrocoloides, entre
otros) (Mohd Shukri et al., 2022).



1.1.2.Composicién y relevancia nutrimental del queso

Como se menciond anteriormente, los componentes mas importantes de la leche son
proteinas (caseinas y proteinas de suero), lipidos (primordialmente triglicéridos), lactosa, minerales
(solubles e insolubles), vitaminas (hidrosolubles y liposolubles), fracciones menores (enzimas,
aminoacidos libres, dcidos organicos y péptidos) y agua. Estos coexisten y estan frecuentemente
interrelacionados, dado que la leche es un sistema fisicoquimicamente complejo que posee
componentes en diversos estados dispersos. Asi, es una emulsion de gldbulos protegidos por una
membrana proteica con respecto a la grasa; un sol con respecto a las caseinas, a sales minerales
coloidales y a varias de las proteinas de suero y una solucion de lactosa y sales minerales
(McSweeney, 2007b). Por ello, los productos lacteos no son solamente una coleccién de nutrientes
aislados, sino que exhiben una micro y nano estructura compleja establecida mediante interacciones
de sus componentes individuales, la cual afecta la digestibilidad y biodisponibilidad de nutrientes, asi
como su potencial tecnolégico (Zhang et al., 2023a).

El queso es un producto concentrado de leche, con una actividad de agua sensiblemente
menor a la de ésta Ultima, que posee excelentes caracteristicas nutrimentales y destaca por su
considerable variedad y conveniencia, pues tiene una vida Util que puede ser muy larga y es portable;
ademas, si es adecuadamente procesado, resulta ser inocuo y posee un potencial interesante para la
formulacion de nuevos productos, en particular en la incorporacién de sabores innovadores y el
desarrollo de nuevas texturas (Chandan, 2015). Por ser un derivado de la leche, el queso es una matriz
alimentaria muy compleja, con diferentes variedades que poseen perfiles nutricionales Unicos; son
una buena fuente de calcio, proteinas de alta calidad (caseina), lipidos, vitaminas y minerales. Cada
componente principal se describe a detalle en la siguiente seccidn.

Los quesos son alimentos muy versatiles; debido a variaciones en sus procesos de
elaboracién, protocolos de maduracion y caracteristicas sensoriales y tecnoldgicas, distintas
variedades estan disponibles para cubrir las necesidades de consumidores especificos (O'Brien &
O’Connor, 2017); sin embargo, es importante mencionar que, aungue el queso es un alimento muy
denso en nutrientes y una fuente alimenticia rica en minerales, vitaminas y otros micronutrientes
gue pueden proporcionar diversos beneficios a la salud, no estd carente de controversias, pues
también pueden contener cantidades relativamente altas de grasa saturada y sal, los cudles son
percibidos como no favorables en componentes de la dieta para la salud cardiovascular (Zhang et al.,
2023a), por lo que se ha intentado innovar con el desarrollo de alternativas de productos que puedan
satisfacer la demanda de los consumidores y coadyuvar a mantener un buen status de salud, sin
sacrificar su calidad sensorial y sus caracteristicas tecnoldgicas. Por otra parte, recientemente se ha
revalorado a este producto como fuente de compuestos con actividad antimicrobiana,
antihipertensiva, antidiabética y que pueden coadyuvar a reducir la obesidad (en particular aquellos
reducidos en grasa). Asimismo, diversos estudios han reportado que pueden poseer propiedades
antioxidantes asociadas a la presencia de compuestos bioactivos naturalmente presentes en leche
(lactoferrina, membranas del glébulo graso) o formados durante el proceso de maduracion, como
péptidos y acidos grasos de cadena corta (Zhang et al, 2023a & Plante et al, 2021); ademas los quesos
contienen microorganismos, fundamentalmente bacterias acidolacticas, algunas con actividad como
probidticos, por lo que su influencia sobre el status de salud puede estar condicionada positivamente
por su consumo.



1.1.2.1. Proteinas lacteas

Independientemente del origen, las proteinas lacteas se agrupan en caseinas, proteinas de
suero y proteinas de la membrana del glébulo de grasa (MFGM) las cuales se encuentran en
porcentajes aproximados de 80%, 19% y 1%, aunque su proporcion puede variar dependiendo de la
especie, tipo de alimentacién y etapa de lactancia (Altomonte et al.,, 2018). Las caseinas se
encuentran ordenadas en coloides de asociacidon llamados micelas, mientras que las proteinas de
suero se localizan en la fase acuosa, como se explicard en la seccion 1.2.

Las proteinas juegan un papel de vital importancia en la mayoria de los procesos tecnoldgicos
responsables del amplio nimero de productos lacteos producidos, incluyendo los quesos, los cuales
se forman por la coagulacién de leche por enzimas, acido y/o calor para formar una cuajada de
caseinas que se separa de las proteinas de suero y puede ser modificada para que exhiba
caracteristicas sensoriales y tecnoldgicas especificas. La estructura de la red proteica resultante
afecta la firmeza del queso; durante la maduracién el grado de rompimiento progresivo de caseina a
péptidos hidrosolubles y, eventualmente, a aminodcidos libres tiene un impacto decisivo en los
perfiles de textura y flavor del producto, asi como en la funcionalidad tecnolégica del producto (Cao
etal.,, 2022).

Desde el punto de vista nutrimental y a pesar de las variantes asociadas con factores de
produccion (tipo y composicién de la leche, proceso de maduracién implementado, tipo de cultivo
iniciador) los quesos contienen altos niveles de proteina, como se muestra en la Tabla 1.1 (O’Brien &
O’Connor, 2017) el cual va desde 3% (queso crema) hasta casi 40% (parmesano) en peso; el contenido
de proteina es inversamente proporcional al contenido de grasa. Las caseinas son proteinas de alta
digestibilidad que proporcionan aminodcidos esenciales y minerales como calcio y fésforo, que son
requeridos en el desarrollo de huesos y dientes (Uniacke-Lowe & Fox, 2017); el valor nutrimental de
la proteina presente en el queso (indice de aminoéacidos esenciales de 91 a 97/100) es ligeramente
menor que el de la leche (100) debido a la pérdida de aminoacidos sulfurados de proteinas que
permanecen mayoritariamente en el suero (O'Brien & O’Connor, 2017). Ademas de su valor
nutricional, algunos péptidos generados durante la maduracién pueden exhibir actividad bioldgica y
por ello son ingredientes promisorios para el desarrollo de alimentos funcionales.

Tabla 1.1. Concentracion de componentes relevantes en diversos tipos de quesos.

Componente Rango (g/ 100g)
Agua 18.4-79.1
Proteina 3.1-39.4
Grasa 3.9-47.4
Carbohidratos 5.7 (maximo)
Colesterol 0.013-0.105
Energia (kcal-100g7) 113-452

Obtenida de O’Brien & O’Connor, 2017



1.1.2.2. Grasa

El contenido de grasa en quesos es muy variable, observandose variedades con bajas
concentraciones (alrededor del 4%) hasta productos muy altos en grasa (cerca del 50%) (Tabla 1.1).
La cantidad de grasa esta influenciada por la especie productora de leche, el contenido de grasa en
la leche (entera, parcialmente descremada) y los procesos involucrados en su elaboracion; ademas,
el contenido de grasa en una matriz densa como el queso puede beneficiar a las bacterias
acidolacticas presentes, proporcionandoles una mejor proteccion durante su transito por el tracto
gastrointestinal, mejorando su probabilidad de supervivencia en comparacién con otras matrices
alimenticias (Silva et al., 2015). Al ser la leche la materia prima principal de su elaboracién, el principal
componente lipidico de los quesos son los triglicéridos, que contienen acidos grasos saturados
(~66%), monoinsaturados (~30%) y poliinsaturados (~4%) (O’Brien & O’Connor, 2017). Entre los
acidos grasos presentes en los principales tipos de quesos mexicanos se ha reportado que los mas
abundantes son oleico, palmitico, estearico, miristico y linoleico (Caro et al., 2014). La presencia de
la grasa en el queso es esencial para el desarrollo de sus propiedades tecnoldgico-funcionales y
sensoriales; la grasa afecta propiedades texturales (firmeza, adhesividad, cohesividad, sensacion en
boca) y sabor del queso.

Uno de los componentes lipidicos mas estudiados en queso es el colesterol; relevante para
modular diversos procesos metabdlicos en el ser humano, aunque su ingesta elevada se le relaciona
con una mayor incidencia de enfermedades crénico-degenerativas (Smithers, 2022). La
concentracion de colesterol en queso esta en funcion del contenido de grasa y va desde 10 a 100
mg/100 g, dependiendo de la variedad, como se observa en la Tabla 1.1.

1.1.2.3. Lactosa

La lactosa constituye mas del 80% de los carbohidratos de la leche (Hickey & Urashima, 2022).
Es un disacarido reductor compuesto de galactosa y glucosa unidos por un enlace glicosidico. Es el
carbohidrato principal en la leche de la mayoria de los mamiferos, ademas de que es la Unica fuente
significativa de lactosa; su contenido oscila entre 0-10% (w/w). Su concentracién esta inversamente
relacionada a la concentracion de lipidos y caseina. El porcentaje de lactosa en la leche bovina es
aproximadamente de 4.8% (w/w).

Durante la manufactura de quesos la mayoria de la lactosa (96%-98%) se remueve en el
suero, asi que éstos solo contienen cantidades traza (ver Tabla 1.1). Ademads, la lactosa residual en la
cuajada de queso usualmente es fermentada a acido lactico por los cultivos iniciadores; el contenido
de lactosa en el queso varia con el procedimiento de elaboracion y el protocolo de maduracién de
este, pues los quesos coagulados con acido y los quesos duros de maduracion larga contienen
concentraciones de lactosa sumamente bajas (Bintsis & Papademas, 2018).

1.1.2.4. Vitaminas

El contenido de vitaminas en el queso es variable, y al igual que otros factores
composicionales, depende del tipo de producto, protocolo de manufactura y condiciones de
maduracion; incluso por la diversidad de microorganismos presente, dado que algunas bacterias
acidoldcticas producen vitaminas (Kwak et al., 2011).

La concentracion de vitaminas liposolubles en el queso estd influenciada por los mismos
factores que afectan el contenido de grasa; la mayoria de éstas se retienen en la grasa del queso, a
diferencia de las vitaminas hidrosolubles, que tienden a perderse en el suero. En general, los quesos
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son buenas fuentes de vitaminas A, D, B2 (riboflavina), B12 y folato (O’Brien & O’Connor, 2017), las
cuales son relevantes para diversos procesos fisioldgicos incluyendo conservacion de una vision
adecuada, absorcién de calcio en los huesos; mantenimiento de piel y mucosas; prevencién de
Alzheimer y de desdrdenes en el sistema nervioso central, respectivamente (Mohd Shukri et al.,
2022). Los rangos de concentracién de vitaminas presentes en el queso se muestran en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Rango de concentracidn de vitaminas en distintos tipos de quesos.

Vitamina Concentracion (mg/100 g)
Retinol 44-385
Caroteno 10-315
Vitamina D 0.05-0.27
Vitamina E 30-1000
Tiamina 20-50
Riboflavina 130-650
Niacina 40-570
Vitamina B6 220 (maximo)
Vitamina B12 0.3-2.1
Folato 11-102
Pantotenato 310-710
Biotina 1.4-7.6

Obtenida de O’Brien & O’Connor, 2017

1.1.2.5. Minerales

Los principales minerales del queso incluyen a los nativos de leche (sales de calcio, fosforo y
magnesio) y aquellos afiadidos durante el proceso (cloruro de calcio, cloruro de sodio) (Franzoi et al.,
2021). Los rangos promedio de concentracion de minerales en queso se muestran en la Tabla 1.3;
adicionalmente, algunas caracteristicas notables de los mismos se discuten a continuacion.

El calcio es un macromineral importante para nuestro organismo y estd presente de manera
abundante en productos lacteos derivados como el queso; los niveles de calcio varian de acuerdo con
el tipo de producto, y se ha encontrado que en las variedades duras su concentracion es mas alta
debido a la pérdida de agua inherente. El calcio en el queso posee una mejor biodisponibilidad en
comparacion con aquel presente en la leche, debido a la forma del complejo en la que se encuentra
unido a los péptidos, que previenen que el calcio se precipite; asi, éste permite una mejor absorcioén
en el intestino. Se ha sugerido que una adecuada ingesta de calcio durante la nifiez y la adolescencia
es importante para asegurar una buena masa 6sea, ademas de que ayuda a fortalecer los dientes y a
prevenir la osteoporosis en adultos (Mohd Shukri et al., 2022). Debido a la disolucién de fosfato de
calcio coloidal, los quesos coagulados con cuajo poseen una cantidad mayor de calcio en comparacién
con aquellos fabricados por coagulacién acida.

El queso también es una buena fuente de fdsforo, presente como fosfato soluble o insoluble
en forma coloidal al interior de la micela; de manera similar al calcio, la cantidad promedio de fésforo
presente en el queso varia con el tipo de producto y leche utilizada en la elaboracién (Kwak et al,,
2011). El fosfato, junto con otros minerales como los citratos, es de suma relevancia en tecnologia
quesera, dado que ayuda a mantener el pH del producto, al funcionar como agentes buffer (Fox et
al., 2017). Asimismo, el magnesio se encuentra en cantidades significativas en el queso; este mineral



también juega un rol vital en el incremento de la densidad mineral ésea y en la disminucion de la
degradacién de los huesos (Mohd Shukri et al., 2022).

De entre los minerales presentes en el queso por adicién durante el proceso, el cloruro de
sodio es el mas relevante desde el punto de vista tecnoldgico, pues coadyuva a la reduccion de
actividad de agua requerida para su conservacion y contribuye de manera decisiva a su aceptabilidad
sensorial; sin embargo, su uso puede ser controversial, pues evidencia médica demuestra que puede
incidir negativamente sobre la salud del consumidor, al influir sobre la incidencia de hipertension
arterial y enfermedades cardiovasculares por su capacidad de retener liquidos en el cuerpo, por lo
gue debe moderarse su consumo (O’Brien & O’Connor, 2017); sin embargo, esta sal también esta
involucrada en diferentes procesos bioquimicos esenciales para diversas funciones bioldgicas del
organismo, como absorcién y transporte de nutrientes, transmisiéon de impulsos nerviosos en
musculos y funciones cardiacas.

Tabla 1.3. Contenido de principales minerales en diversos tipos de quesos.

. Concentracidon*
Mineral

(g/ 100g)
Ca 0.44+0.16
0.31+0.12
0.06+0.04
Mg 0.02+0.02
Na 0.44+0.16

*Media + Desviacion estandar
Recuperada de Franzoi et al., (2021).

1.1.3.Principales caracteristicas tecnoldgicas de los componentes del queso

1.1.3.1. Proteinas

Las proteinas poseen caracteristicas tecnoldgicas relevantes para el desarrollo de alimentos;
y ayudan a definir su estructura y propiedades finales (Galvez et al., 2020). La leche es una excelente
fuente de proteinas con caracteristicas tecnoldgicas variadas; debido al procedimiento de
elaboracién, los quesos contienen mayoritariamente caseinas, cuyas propiedades funcionales
relevantes se describen a continuacion.

Las caseinas son un grupo heterogéneo de fosfoproteinas que constituyen el 80% del
contenido de proteina en leche bovina; son una reconocida fuente de nutrientes, al ser altamente
digerible y ricas en aminodcidos esenciales, calcio y fésforo (Raak & Corredig, 2022). Las caseinas son
sintetizadas en las glandulas mamarias y se encuentran exclusivamente en el reino animal. Las
caseinas se reconocen como la fraccion nitrogenada mas abundante en la leche de vaca, oveja, cabra
y bufalo, representando 2.5% del peso neto promedio de leche (Bintsis & Papademas, 2018). En leche
bovina, sus variantes se identifican como asi-, as:-, B-, y k-caseinas (Treweek, 2012), las cudles
poseen composicion, estructura y propiedades diferentes, con distintos grados de fosforilacion y
glicosilacion; los enlaces que puedan formar consigo mismas y con otras proteinas también varian lo
gue produce que exhiban diferencias en su estabilidad y caracteristicas tecnoldgicas. En general, las
caseinas poseen una estructura secundaria poco definida y terciaria minima debido a la abundancia
de aminodcidos con grupos laterales voluminosos, como la prolina. Todas las caseinas son estructuras
mayoritariamente hidrofdébicas; para mantenerse estables en un medio acuoso (que contiene
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proteinas de suero, lactosa, compuestos nitrogenados no proteicos y minerales) se organizan en
coloides de asociacién denominados micelas; estas superestructuras coloidales aparentemente
esféricas poseen un didmetro de 80 a 400 nm y consisten de decenas de miles de fracciones de
caseinas (92%), cuyos residuos de fosfoserina se enlazan a estructuras de fosfato de calcio coloidal
(FCC), complejos insolubles asociados a las micelas de caseina, los cudles son de importancia critica
en la estructura de la micela de caseina debido a que pueden entrecruzar numerosas moléculas de
caseina (asi-, as>-, B-, y x-) y reducir la repulsion electrostatica (8%) (Gazi et al., 2022; Raak &
Corredig, 2022). Dicho balance y las interacciones entre las micelas dependen de condiciones de pH,
concentracion, fuerza idnica, temperatura, entre otros (Rocha-Mendoza & Jiménez-Flores, 2022).

Las micelas son estables por la forma en que estdn organizadas sus fracciones de caseinas;
en primera, poseen k-caseina en la superficie, con una cadena protuberante hidrofilica que estabiliza
el sistema. Las proteinas que son mayormente hidrofdbicas, fosforiladas y sensibles al calcio, asi—,
oS- y B-caseina, forman la parte interior de la micela. En la Tabla 1.4 se describe el porcentaje de
hidrofobicidad de cada una; Rocha-Mendoza y Jiménez-Flores (2022) mencionan que las secciones
hidrofébicas contienen casi la misma cantidad de aminoacidos con carga negativa y positiva, por lo
gue se mencionan como regiones neutrales (Figura 1.1); también podemos observar los sitios en los
gue hay rompimiento de as;- y k-caseina por parte de la quimosina (cuajo) sefialadas con flechas en
la Figura 1, el cual es critico para una coagulacion enzimética de leche para elaborar queso; la
presencia de residuos de cisteina estratégicamente ubicados en k-caseina forman enlaces disulfuro
intermoleculares con otras moléculas de k-caseina después de la ruptura enzimatica, proceso que se
explicard mas adelante.

I

osl—

I B B |
T

; _I
M Carga positiva Sincarga M Carga negativa Hidrofobica M Hidrofilica

Enlace susceptible a rompimiento l
por Quimosina

Figura 1.1. Diagrama de cargas y afinidades en las caseinas.

En general, cada fraccion caseina posee caracteristicas Unicas que contribuyen a la
formacién de micelas de caseina y es esencial considerarlas para comprender la formacién del
queso; por ello, cada una se describird cada una a continuacion. Las caracteristicas mas relevantes
de cada fraccion se muestran en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4. Caracteristicas estructurales de las fracciones de caseina de leche bovina.

Caracteristicas os1— oS— B— K—
Concentracion en leche (g-L?) 12-15 3-4 9-11 2-4
Numero de aminoacidos 214 222 224 190
Masa promedio (kDa) 24.5 26 25.1 21.3
Contenido en micela (%) 38 11 38 13
Hidrofobicidad (%) 32 30 34 28
Grado de fosforilacidn 7-9 9-15 4-5 0-3
Residuos de cisteina 1 3 1 2
Estructura a-hélice (%) 14 30-40 15 15
Estructura B-laminar (%) 40 20 30 30
Estructura de giro (%) 24 20 29 25
Estructura de poliprolina-Il (%) 20

Tomado de Gazi et al., 2022; Rocha-Mendoza & Jiménez-Flores, 2022; Pinto et al., 2012)

asi-Caseina Sensible al calcio por su alto contenido de fosfato; posee gran cantidad de lisina, que
es un aminoacido esencial; el nimero de grupos fosfato presente en ella es mayor que en -y k-
caseina; asi-caseina carece de enlaces disulfuro (Treweek, 2022), por lo que al igual que otras
caseinas, muestra un comportamiento de auto asociacién; es propensa a hidrélisis enzimatica al
poseer una estructura abierta (Gazi et al., 2022); tiene una carga negativa mayor que las demas
caseinas (Rocha-Mendoza & Jiménez-Flores, 2022).

asy-Caseina: Es la mas fosforilada, aunque también con la mayor variabilidad en grado de
fosforilacién; posee una alta atraccién al calcio; y también presenta una gran cantidad de lisina
(Treweek, 2022). La mayoria de esta proteina presenta un enlace disulfuro entre sus dos residuos
de cisteina formando un pequefio bucle en la estructura, ademas, una pequefia porcién de esta
proteina existe como dimeros de enlace disulfuro, asi como polimeros con k-caseina, es decir que
tiende a la autoasociacién, pero también presenta enlaces intermoleculares. Es una proteina que
es hidrolizada facilmente por plasmina, pero no por quimosina. as,- contiene dos cimulos de
fosfoserina separados por regiones altamente hidrofébicas que ayudan a la formacién y
estabilidad de monocristales de fosfato de calcio. Esta caseina es de las menos hidrofébicas (Gazi
et al., 2022; Rocha-Mendoza & Jiménez-Flores, 2022).

B-Caseina: es la fraccidon mas abundante; carece de enlaces disulfuro y es notablemente mas
hidrofdbica que k- y a-. Por su comportamiento anfifilico, tiende a autoasociarse en solucion,
dejando su cubierta hidrofilica expuesta; es propensa a enlazarse fuertemente con iones
divalentes como Ca®* a través de fosfoserina y otros aminodcidos. La adicién de CaCl, y el aumento
de temperatura produce la formacién de agregados de B-caseina y Ca®*, proceso que puede ser
reversible al disminuir la temperatura; posee un sitio muy sensible a la quimosina (Treweek, 2022),
lo que es relevante para la fabricacion de quesos coagulados enzimaticamente.

k-Caseina: Fraccidon que se encuentra Unicamente en la superficie y no en el centro de las micelas
de caseinay juega un rol de vital importancia para su estabilidad por cuatro mecanismos descritos
a continuacion. Es la menos fosforilada (carece de grupos fosfoserina), por lo que presenta poca
afinidad al Ca®** y ayuda a detener la polimerizacion de las micelas. Ademds, es anfifilica, 1o que
estabiliza a la micela al tener en contacto su parte hidrofdbica con el interior y su parte hidrofilica
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con el exterior (Gazi et al, 2022; Treweek, 2022). Posee carga negativa en su parte hidrofilica, que
provoca repulsion electrostdtica en la superficie con otras micelas; finalmente, la zona hidrofilica
protuberante proporciona estabilidad adicional por impedimento estérico. Esta proteina es la
Unica glicosilada, contiene residuos de cisteina que pueden formar enlaces intra e
intermoleculares y es relevante para la formacion del complejo B-lactoglobulina-k—caseina en
leche sometida a tratamientos térmicos intensos (Raak & Corredig, 2022).

La elaboracion de queso conlleva la transformacién y preservacion de los constituyentes de
la leche desde un estado fluido hasta uno sélido o semisélido (Chandan, 2015). Al ser esencial para
la estabilidad de la micela, la produccién de queso requiere modificar la estructura de la micela para
propiciar su desestabilizacion micelar. La desestabilizacién de las micelas de caseina facilita la
separacién de la cuajada y el suero, donde la primera contiene casi todas las caseinas, mientras que
el segundo contiene casi todas las proteinas de suero. Dependiendo del tipo de queso, la gelacidon de
leche puede inducirse por diferentes medios:

e Hidrdlisis enzimatica de k-caseina por adicion de proteasas conocidas como cuajo (quimosina,
pepsina). K-caseina contiene un sitio reconocible por la quimosina (ver Figura 1.1), que la divide
en una fraccion hidrofébica cargada positivamente denominado para-k-caseina y un péptido mas
pequefio hidrofilico denominado caseinomacropéptido o glicomacropéptido (Bintsis &
Papademas, 2018). Al concluir el proceso, para-k-caseina se queda en la cuajada, mientras que el
caseinomacropéptido se concentra en el suero (Gazi et al., 2022). Investigaciones previas indican
que si la leche contiene una mayor proporcion de as;- y B-caseinas, y una menor proporcién de
K-caseina puede coagular mas lentamente y en algunos casos incluso no coagular dentro de los
primeros 30 min (Panthi et al., 2017). El queso elaborado en este proyecto es uno fabricado por
coagulacion enzimatica, por lo que este punto se abordara a profundidad mas adelante.

e Acidificacion, con cultivos iniciadores o acidos de grado alimenticio a 20 — 40°C hasta llegar a un
valor de pH cercano al punto isoeléctrico de la caseina (4.6) para convertir el FCC en calcio soluble,
evitando la repulsién electrostatica entre micelas, propiciando su agregacion.

e Combinacién de acido y calor, por ejemplo, llevando la leche a un pH de 5.6 a una temperatura
de 90°C (Rocha-Mendoza & Jiménez-Flores, 2022; Johnson & Law, 2010).

Aunque bajo condiciones normales de elaboracion no forman parte del queso, es importante
mencionar ciertas caracteristicas relevantes de las proteinas de suero para la discusion de resultados.
En leche de vaca, esta fraccion representa 0.7 g/100 g, ~20% de la proteina total. Las proteinas de
suero son ricas en aminodcidos de cadena ramificada como leucina, isoleucina y valina (Giromini, et
al., 2020); poseen estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria definidas; ademas, estan presentes
en forma monomérica y dimérica. Existen como proteinas globulares solubles y estan estabilizadas
por un nivel relativamente alto de enlaces disulfuro intramoleculares, aunque son susceptibles a
desnaturalizarse por factores externos como calor (T>70°C), acidificacion (Bintsis & Papademas,
2018), alta presién y ultrasonido de potencia, entre otros (Gazi, et al., 2022).

Los principales tipos de proteina de suero son B-lactoglobulina (BLG, 54 g/100 g), a-
lactoalbUmina (ALA, 21 g/100 g), inmunoglobulinas (14 g/100 g) y albumina bovina sérica (BSA) (6
g/100 g); estas existen como proteinas globulares solubles. BLG es la proteina de suero que se
encuentra en mayor concentracion (~50% del total en leche bovina); contiene 5 residuos de cisteina,
cuatro formando 2 enlaces disulfuro intramoleculares y el quinto dentro de la estructura de la
proteina, pero que se expone tras desnaturalizarse; este enlace puede participar en reacciones
intermoleculares y es clave en la agregaciéon de las proteinas de suero por calor (Gazi et al., 2022);
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esto es relevante para la produccion de queso, pues el complejo BLG desnaturalizada y k-caseina
afecta negativamente la coagulacién por cuajo, prolongando el tiempo de coagulacién y formando
un coagulo mas suave con tendencia a perder sélidos finos y con problemas de sinéresis (Fox et al.,
2017); la adicién de CaCl; a leche cruda puede disminuir la intensidad de estos efectos negativos
(McSweeney, 2007d). Por su parte, ALA constituye 3.5% de las proteinas totales en leche bovina,
(~20% del total). Asociada a la sintesis de lactosa, es una proteina globular compacta, con 8 residuos
de cisteina, los cudles pueden formar 4 enlaces intramoleculares disulfuro. Contiene una alta
concentracion de aminodcidos esenciales, (triptdfano, lisina y cisteina) y algunos péptidos bioactivos.
Es mas termoestable de las proteinas de suero mayoritarias debido a su ausencia de sulfhidrilo libres
y a su capacidad de formar enlaces fuertes con iones Ca?* (Ho & Bansal, 2022). Finalmente, BSA se
encuentra en concentraciones variables dependiendo del estado de salud de las glandulas mamarias;
constituye 10% del total de proteinas de suero y posee 35 residuos de cisteina, 17 formando puentes
disulfuro intramoleculares, con un sulfhidrilo libre, que puede reaccionar con B-lactoglobulina (Gazi
et al.,, 2022; Boland, 2011).

1.1.3.2. Grasa

La leche bovina contiene 3.7g lipidos/ 100g en promedio, pero su rango de concentracion
varia (3.0 a 5.0g/ 100g) con la raza, dieta, salud, etapa de lactancia y manejo animal. Los triglicéridos
(TG) son el componente mayoritario (96-99g/ 100g de lipidos), el restante consiste en fosfolipidos
(0.8 g por 100 g), diacilgliceroles, esteroles (0.3g/ 100g) y cantidades traza de carotenoides, vitaminas
liposolubles y acidos grasos libres. La grasa butirica forma glébulos de tamafios diversos (Guinee &
O’Brien, 2010), los cuales son responsables y/o contribuyen a algunas propiedades caracteristicas de
leche y quesos. Su amplia distribucién de tamafio (200 nm a 15 um, 3.7 um en promedio) depende
de factores como la raza bovina y la etapa de lactancia (Jiménez-Flores, 2022).

Los globulos de grasa de leche estan envueltos por una membrana (MFGM, por sus siglas en
inglés), la cual previene la coalescencia y degradacién enzimatica de TGs por lipasas nativas de la
leche o producidas por bacterias; la MFGM estd compuesta de distintos lipidos (fosfolipidos,
triglicéridos y colesterol), proteinas (1% del total en leche) y enzimas. El dafio mecanico de la MFGM
durante el proceso de quesos puede aumentar el acceso de las lipasas a los TGs, provocando rancidez
y afectando su sabor (Bintsis y Papademas, 2018). En el queso, los gldbulos de grasa encerrados en
la red de proteica limitan su agregacion y contracciéon, dependiendo de su distribucién de tamafio y
fraccidn volumétrica, modulando sus propiedades reoldgicas y lubricando sus movimientos ante una
deformacion, que depende también de la fraccion volumétrica y la temperatura, que determinan la
proporcion de grasa solida/liquida. Asi, a bajas temperaturas, la grasa es predominantemente sélida
y aumenta la elasticidad de la red de caseinas, limitando su deformacién. La elasticidad disminuye
sensiblemente al disminuir la proporcion de grasa sélida/liquida por incremento de temperatura. La
grasa libre en el queso ayuda a lubricarlo durante la deformacién (Guinee, 2022).

1.1.3.3. Minerales
La leche contiene ~0.75g /100g de cenizas formadas por cationes (especialmente calcio,
magnesio, sodio y potasio) y aniones (fosfato inorganico, citrato y cloruro) a distintas
concentraciones. Estos minerales estan distribuidos en proporciones variables entre el suero (forma
soluble) y la micela de caseina (forma coloidal e insoluble) a pH nativo de la leche (ver Tabla 1.5) y
juegan un papel determinante en la elaboracion del queso. Los minerales de leche pueden verse
como una mezcla de FCC disperso en un suero que contiene diversas especies idnicas de sales
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solubles como citrato de calcio y fosfato de sodio con capacidad buffer, y esenciales para el control
del pH y el desarrollo de textura en los quesos. En dicho equilibrio existe un perpetuo intercambio
entre los iones de sales en la fase soluble y fase micelar, que se modifica cuando las condiciones
fisicoquimicas cambian (Bauland et al., 2022).

De los minerales en leche, el calcio es especialmente relevante; su contenido en el queso
tiene una gran influencia sobre diversas propiedades fisicoquimicas. La leche bovina usualmente
contiene 1.20 mg-mL* de calcio, y aproximadamente 70% del total existe en el FCC. La aglomeracion
del fosfato de calcio para formar FCC o su permanencia en fase soluble (Ca%) estd ampliamente
influenciada por el pH y la temperatura (Cooke & McSweeney, 2018); asi, los pretratamientos
térmicos de leche, como la pasteurizacion, la refrigeracion postproceso, la adicion de CaCl; y la
acidificacion de leche durante la elaboracién de queso son factores que influencian el tiempo de
coagulacion enzimatica de leche, etapa del procedimiento de elaboracion que afecta la composicion
de la cuajada y las caracteristicas fisicoquimicas y texturales finales del queso.

Tabla 1.5. Especies ionicas presentes en la leche, sus formas de asociacion y su ubicacion.
Mineral Fase soluble Fase micelar
Ca Libre Asociado con residuos de fosfoserina
Asociado con citrato y fosfato inorgénico
Asociado con a-lactalbumina

Mg Libre Asociado con residuos de fosfoserina
Asociado con citrato y fosfato inorganico Asociado con fosfato inorganico*
Na Principalmente libre
K Principalmente libre
- Esterificado con pequefias moléculas Esterificado con caseina (residuos de
P (orgénico) . . . .
(nucledtidos, azucares, fosfolipidos) fosfoserina)
P Asociado dentro de la micela con

Libre (H2POs/HPO*) calcio y magnesio*

(inorganico)
Asociado con calcio (CaHPQ4)
Citrato Libre Asociado con calcio*
Asociado con calcio, magnesio
Cloruro Principalmente libre

Modificada de Bauland et al (2022). *Se refiere a una ubicacién tentativa

1.1.3.4. Lactosa

Este azlUcar tiene gran importancia en la elaboracion de diversos productos lacteos,
especialmente en quesos, debido a que es el sustrato que fermentan los cultivos iniciadores para
producir acido lactico. Los productos de dicha fermentacion contribuyen a las propiedades
sensoriales durante la maduracién (Kelly, 2007). Por otro lado, en la manufactura del queso, la
mayoria de la lactosa (96-98%) es removida en el suero, éste incluso puede considerarse un
subproducto del proceso. Aun asi, el contenido de lactosa en las distintas variedades de queso difiere
con base en el procedimiento, ya que un exceso de este carbohidrato puede llevar a una alta
produccion de acido lactico, resultante en sabores fuertes, acidos y dsperos; ademas de una textura
quebradiza (Paterson, 2022; Bintsis & Papademas, 2018).

14



1.1.4.Aspectos generales del proceso de elaboracién de quesos

La elaboracion de queso es un proceso simple que involucra fendmenos quimicos vy fisicos
complejos (Johnson & Law, 2010) transformando un producto de alta humedad como la leche a una
cuajada viscoeldstica concentrada por transicion sol-gel de micelas de caseina inducida por
acidificacion y/o adicién de enzimas coagulantes, la cual es separada después de una parte no
conglomerada de proteina de suero (Grossmann & McClements, 2021). Para obtener un producto
con la calidad apropiada, la produccién de queso posee dos objetivos basicos: a) Establecer
parametros para elaborar un queso especifico deseable en cuanto a sabor, cuerpo, textura y
habilidades para fundirse y/o estirarse y b) Desarrollar un protocolo de manufactura para reproducir
rutinariamente estos pardmetros cada vez que el queso se realice. La elaboracién de quesos se divide
en dos eventos esenciales: manufactura y maduracion.

La manufactura de un queso es un proceso de remocion de agua en el cual, la grasa y caseina
de la leche son concentradas de 6 a 12 veces, dependiendo de la variedad; por lo regular esta etapa
duran 48 h o menos. Los pasos de la manufactura que mas afectan las caracteristicas del queso
terminado son composicién y tratamiento térmico de la leche, bacterias acido-lacticas utilizadas, tipo
de coagulante, tasa y magnitud de acidificacién de leche y cuajada, tamafio de particula durante el
corte, condiciones de agitacion y calentamiento posterior al corte de la cuajada, pH de desuerado,
condiciones de prensado y salado (Fox & McSweeney, 2017; Gutiérrez-Méndez, et al., 2013). El
control apropiado de estos procesos es de gran importancia para asegurar que se expulse la cantidad
de suero correcta de la cuajaday el queso alcance un contenido de humedad final deseable (30-80%)
dependiendo de la variedad elaborada (Bintsis y Papademas, 2018).

Al concluir la elaboracion, el producto final se denomina queso verde; en él, las caseinas de
leche forman una matriz estructural proteica que contiene grasay agua, las cuales contribuyen a la
textura del queso y en el caso particular de la grasa, al sabor; los minerales (FCC primordialmente)
asociados con las caseinas son componentes que también afectan la textura, y la lactosa remanente,
la cual es el sustrato esencial para la fermentacion del producto generada por bacterias acidolacticas,
las cuales poseen un gran relevancia para la elaboracion de numerosas variedades de quesos
madurados (Guinee & O’Brien, 2010). La porcidon de caseina se vincula con la fraccién no soluble de
minerales (FCC); el agua y los compuestos solubles como lactosa, proteinas de suero, algunos
minerales hidrosolubles, citratos y componentes menores pertenecen al suero.

En el proceso de maduracidén los quesos presentan una serie de eventos bioquimicos
sincronizados y balanceados, que resultan en un producto con aromas y sabores deseables, siendo
tan Unicos y especiales que los lotes de la misma variedad incluso no son idénticos. La maduracion, a
diferencia de la elaboracion, es un proceso que puede prolongarse desde unos cuantos dias hasta
afios; esta se lleva a cabo por microorganismos y enzimas, tanto nativos de leche como afiadidos
durante la produccién de queso. Las condiciones que maduracion dependen del tipo de queso a
elaborar y de la naturaleza de la microbiota presente, ya sea nativa o afiadida e incluyen la
temperatura de almacenamiento, la presencia o ausencia de empaque y, si esta presente, el tipo de
este Ultimo, asi como la humedad relativa. Dado que el queso al que se desea emular en este proyecto
es uno fresco, Unicamente se ahondard en las caracteristicas y operaciones para la manufactura de
quesos frescos coagulados por adicion de cuajo.
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1.1.5.Quesos frescos

En la antigliedad, se piensa que lo que hoy se conoce como queso fresco era un producto
simple coagulado con cuajo, no cocinado, sin prensar o ligeramente prensado, salado en la superficie
0 en salmuera y elaborados con leche de oveja o de cabra, o mezclas de estas dos (Bintsis &
Papademas, 2018). Actualmente, los quesos frescos son muy diversos, y comprenden desde
variedades industrializadas bajas en proteinas como el queso crema, productos coagulados por acido
como el queso cottage y el ricotta hasta diversos tipos de quesos tipo pasta filata como el quesillo y
el mozzarella. En Latinoamérica, los quesos frescos son productos populares, de elaboracién simple
y costo asequible; éstos se elaboran por coagulacidén enzimatica de leche con cuajo, sin afiadir cultivos
iniciadores (como el queso panela) o por adicién de 4cidos organicos (como el queso blanco) y poseen
una buena aceptabilidad por parte de la mayoria de los consumidores (Silva et al., 2015). Exhiben una
textura suave, ligero sabor acido y fresco, poseen un bajo contenido de grasa y alto contenido de
humedad; ademds, debido a la ausencia de microorganismos iniciadores, los quesos frescos
presentan valores de pH altos (mas de 5.0), y se recomienda que se consuman poco después de la
produccion por razones de inocuidad. Los quesos frescos usualmente se elaboran sin conservadores,
por lo que se requieren temperaturas de refrigeracion para conservarlos (Coelho, et al., 2014).

1.1.5.1. Queso panela

Existe una variedad considerable de quesos locales en México, los cuales involucran métodos
rurales tradicionales en la manufactura; el consumo de quesos frescos representa el 80% del total de
guesos consumidos en nuestro pais. Entre los quesos mas importantes se encuentra el panela, hecho
a base de leche de vaca y consumido sin madurar; el queso panela es uno de los mas populares en
nuestro pais y se caracteriza por ser fresco, de consistencia suave y cremosa, con una textura
delicada, ademas de tener un sabor agradable a leche fresca y sal (Ochoa-Flores et al., 2021; Caro et
al., 2014). Segun la NMX-F-742-COFOCALEC-2010, el queso panela se elabora a partir de la cuajada
gue proviene de la leche entera, parcialmente descremada o descremada sometida a un tratamiento
térmico que garantice su inocuidad, a la cual se le puede adicionar cloruro de calcio y cuajo. La
cuajada obtenida es cortada, salada y moldeada. No puede contener grasa y proteinas de origen
diferente al de la leche, almidones ni féculas, pero se le puede agregar leche en polvo a la leche fluida
para estandarizar su contenido proteico. La cuajada se corta, se sala y se prensa (Salinas-Valdés et
al., 2015).

El queso panela tiene un pH superior a 6 ya que no es fermentado, y como producto final
contiene un alto porcentaje de agua (entre 50 y 60%), ademas, su rendimiento es relativamente bajo
(~10%). Por sus caracteristicas presenta una vida util limitada, y es indispensable mantenerlo en
refrigeracién (Salinas-Valdés et al., 2015). Debe poseer al menos 18% de proteinas propias de la
leche, 20% de grasa butirica y un maximo de 58% de humedad (COFOCALEC, 2010). Durante su
produccion, retiene suero, lo que le proporciona un alto nivel de humedad, que resulta clave para
sus propiedades sensoriales como textura, sabor y olor. Sin embargo, al ser un producto metaestable,
experimenta cambios notables con el tiempo (Ochoa-Flores et al., 2013). En la Tabla 1.6. se presenta
el contenido promedio de macrocomponentes de marcas de queso panela expendidas en nuestro
pais (Laboratorio Profeco, 2021).
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Tabla 1.6. Composicion de principales componentes en quesos comercializados en México.

Humedad (%) 56.28 +3.50
Grasa (%) 20.29 +3.07
Proteina (%) 17.96 +2.14
Carbohidratos (%) 2.38+0.73
1.1.5.2. Elementos distintivos para la elaboracidn de queso tipo Panela
1.1.5.2.1. Adicién de cloruro de calcio

Debido a la importancia de Ca®* en diversos aspectos de la manufactura y calidad de quesos,
es una practica comun suplementar la leche bovina con CaCl; (Fox & Guinee, 2022; Panthi et al,,
2017). Se agregan aproximadamente 40 mg-L* de calcio, que puede considerarse un incremento muy
bajo en comparacién con la concentracidn nativa de la leche de 1,200 mg-L™. La adicidn de calcio a la
leche bovina es importante en la primera etapa de coagulacion porque aumenta la concentracion de
calcio soluble, principalmente; lo que modifica el balance salino y promueve las interacciones
electrostaticas. Esta practica también causa la precipitacién de FCC, que genera iones H* vy, por
consiguiente, una reduccion de pH; lo que genera efectos positivos en la coagulacion (Fox et al., 2017;
McSweeney, 2007e) reflejandose como una reduccion en el tiempo y aceleracion en la formacion de
la cuajada (Harboe, et al., 2010).

Los iones de Ca?* actian como conductos entre diversas especies como los agregados de
caseina y ésteres cargados negativamente, que son parte de los grupos fosfato; también estan
presentes en interacciones hidrofébicas entre los grupos carboxilo de los aminodcidos residuales de
proteina y las regiones no polares de las mismas. Un bajo contenido de calcio, entonces, puede
afectar la estructura del queso debido a la reduccién de los enlaces entre las caseinas, las cudles
constituyen el marco estructural esencial del producto (Guinee, 2022). Por otro lado, se ha
mencionado que al incrementar excesivamente las concentraciones de Ca’* en la leche puede
aumentar la tasa de sinéresis, lo que es observado como un efecto negativo particularmente si el gel
es mantenido por un largo periodo de tiempo antes del cortado (McSweeney, 2007c).

1.1.5.2.2. Pasteurizacion.

La leche para elaborar queso panela usualmente se pasteuriza mediante dos procesos
diferentes: HTST (Hight Temperature Short Time) 72°C, 15 s o LTLT (Low Temperature Long Time)
63°C, 30 min. La pasteurizacion inactiva al microorganismo patégeno mas termorresistente conocido
en la leche (Coxiella burnetii) y, en consecuencia, al resto de patégenos detectados en el producto,
incluyendo Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157 H7, Campylobacter jejuni, Staphylococcus
aureus, Salmonella spp, entre otros (Bintsis y Papademas, 2018).

Es importante mencionar que un tratamiento mas intenso de calor puede afectar
negativamente a la coagulacion de la leche debido a su efecto sobre la desnaturalizacion parcial de
las proteinas de suero, en particular de BLG, que puede formar un complejo con k—caseina, lo que
reduce la tasa de sinéresis de la cuajada, causando un incremento de rendimiento (0.1% — 0.4%)
debido a la incorporacion de proteinas séricas que producen un aumento de humedad en el queso,
por su naturaleza higroscopica; también puede presentarse un incremento en el tiempo de
coagulacion enzimatica por impedimento estérico (Panthi et al., 2017). El aumento en el contenido
de humedad puede comprometer la vida util del producto por aumento en su actividad acuosa.
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1.1.5.2.3. Manejo de cuajo

En quesos madurados, el cuajo se aflade después de los cultivos iniciadores pues las enzimas
funcionan mas eficientemente a pH menor al nativo de leche; sin embargo, en quesos frescos esto
no aplicay sélo es importante recordar que después de la adicién de CaCl, también sucede una ligera
disminucion de pH. El coagulante se agrega después de un cierto periodo de reposo post
pasteurizacion, para permitir que se restituya el equilibrio mineral de la leche por el calentamiento
previo. Se recomienda diluir previamente al cuajo para mejorar su distribucién en la leche; y que el
agua esté fria, libre de cloro, y con pH neutro a ligeramente 4acido. Si hay cloruro presente en el agua,
o el pH es muy alto, la dilucién debe hacerse casi inmediatamente a la adicion, o incluso puede
afiadirse un pequefio volumen de leche a la dilucién (Harboe et al., 2010).

1.1.5.2.4. Coagulacién enzimatica de quesos

La fase esencial en la manufactura de queso panela es la coagulacién enzimatica de caseina,
gue convierte la leche bovina liquida en un gel suave, usualmente llamado cuajada, para subsecuente
expulsion de suero por distintos factores que inducen la sinéresis.

El proceso de coagulacién enzimatica originalmente se realizaba con enzimas proteoliticas
(quimosina y pepsina) extraidas del cuarto compartimento del estémago de los rumiantes, las cuales,
a partir del siglo XX se han extraido y vendido en forma de cuajo liquido o en polvo. En condiciones
Optimas, (pH neutro, T=36.5-37°C, aproximadamente) la quimosina rompe el enlace peptidico
Pheips—Metyos de k—caseina, el cual se encuentra en la periferia de la micela (McSweeney, 2007g); en
consecuencia, su seccién hidrofilica C—terminal, el caseinomacropéptido, es liberada al suero de la
leche, y su seccién hidrofdbica (para—k—caseina) se queda en la cuajada (Uniacke-Lowe & Fox, 2017;
Panthi et al., 2017). Debido a la pérdida de la repulsion de fuerzas, las micelas de caseina se agregan
y comienzan a formar una red tridimensional que atrapa la grasa presente en la leche (Fox &
McSweeney, 2017). La coagulacion de leche y la fuerza del gel resultante dependen de la
concentracion de caseina (Uniacke-Lowe & Fox, 2017).

Hoy en dia, el coagulante normalmente empleado para elaboracidon de queso panela es el
cuajo de origen microbiano y compuesto de enzimas con actividad proteolitica similar a la quimosina
u obtenidos por modificacién genética de microorganismos para inducir la sintesis de quimosina
bovina por fermentacién (BFQ), aunque es mas comun el uso de las primeras; la BFQ posee una
actividad proteolitica practicamente idéntica al del cuajo natural, pero por su costo y porque el hecho
de que no genera péptidos de sabores amargos, su uso se prefiere en quesos madurados.

Al afiadir quimosina o una enzima proteolitica de actividad similar a la leche, no sucede nada
aparentemente durante los primeros minutos; en esta fase de latencia dicha enzima hidroliza k—
caseina, cuya susceptibilidad de ser proteolizada disminuye al aumentar su nivel de glicosilacién;
entonces la agregacion comienza cuando aproximadamente 85% de la k—caseina ha sido hidrolizada
y el potencial zeta de las micelas de caseina se reduce de —20 a—10 mV (Uniacke-Lowe & Fox, 2017).
Mds tarde, comienza una inestabilidad termodindmica en el sistema, que puede describirse como
una atraccién lo suficientemente fuerte entre las particulas como para provocar la formacién de una
fase condensada; asi, con dicho nivel de atraccion, las particulas comienzan a adherirse inicialmente
de manera irregular, hasta que comienzan a formar fléculos tenues que originan colisiones
generando una coagulacidon lenta que consiste en una red continua de hebras de micelas, en las que
algunas son mas densas o largas, alternadas por nudos de micelas con un espacio de
aproximadamente 10 um de didmetro que se llenan con suero. Debido a que inicialmente, los
espacios o poros entre dichas hebras y agregados son pequefios, usualmente se refiere a ellos como
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coagulo fino. La red, ademds, se desarrolla alrededor de los gldbulos de grasa, los cudles son enormes
comparados con las micelas y agregados micelares. Conforme la coagulacion continua, las hebras
comienzan a hacerse mas grandes, interconectando mds agregados, y los poros entre ellos
comienzan a crecer; entonces son llamados coagulo grueso. Un coagulo fino es mas suave que un
coagulo grueso porque hay una menor interaccion inter e intramicelar. Asi, una estructura ramificada
comienza a abarcar todo el sistema promoviendo que la cinética de agregacién sea mas rapida que
la sedimentacién de los agregados formados. Todo lo anterior se ha descrito a través de la teoria de
agregacion fractal; asumiéndose como una agregacion cluster-cluster. (Fagan et al., 2017; Horne &
Lucey, 2017). Asi, la cuajada se convierte en una matriz tridimensional hidratada compuesta de una
red de fosfato de calcio y caseinas; la cual envuelve gldbulos de grasa, y atrapa suero (agua, acidos,
minerales, proteinas y enzimas) en sus poros, formando queso (Guinee, 2022).

Es importante mencionar que la concentracién de cuajo no afecta por si misma el grado de
agregacion, ya que este estd determinado por la frecuencia y la fraccion de colisiones que resulten
en enlaces para formar agregados, llamado eficiencia de colisiones; esta eficiencia, por otro lado, si
depende de la cantidad de k—caseina que ha sido hidrolizada; aun asi, una alta concentracion de
cuajo puede provocar que la reaccion suceda mas rapido (Janhgj & Quist, 2010); otro parametro que
afecta a dicho proceso es la temperatura de proceso, que preferiblemente debe estar en el rango de
30 a 35°C para obtener un control adecuado sobre la firmeza de la cuajada al momento del corte; de
igual manera, el pH tiene un gran efecto en la coagulacién y las propiedades de la cuajada. Una
reduccion en el pH acelerara la cantidad de k—caseina hidrolizada y una subsecuente agregacién de
las micelas (Harboe et al., 2010).

1.1.5.2.5. Cortado, sinéresis y separacion de la cuajada

La cuajada, estd sujeta a diversas operaciones que promueven la sinéresis y una mayor
concentracion de caseina, grasa y componentes de fosfato de calcio micelar (Bintsis & Papademas,
2018). Los geles coagulados por cuajo son estables bajo condiciones de reposo por un largo tiempo
(de hecho, los pasos siguientes se realizan después de 30 a 45 minutos), pero si se cortan, rompen o
someten a presion la matriz de caseinas se reacomoda y se contrae debido a diversas interacciones
proteina—proteina, expulsando la fase acuosa del gel. Este liquido expedido por la cuajada se conoce
como suero, y contiene aproximadamente 50% de solidos de la leche (98% de la lactosa, 25% de la
proteina y 10% de la grasa). El grado y la cantidad de sinéresis esta influenciada por la composicion
de la leche, especialmente concentraciones de Ca?*y caseina, debido a que al aumentar su contenido
se incrementa la tasa de sinéresis; ademas, al disminuir el contenido de grasa disminuye la tasa
expulsion de suero. Adicionalmente, condiciones selectas de proceso como pH, agitacion de la mezcla
cuajada—sueroy tiempo afectan la retencién de humedad en el queso. Es importante la retencién de
agua en el producto final puesto que afecta el rendimiento, asi como la textura, sabor y otras
caracteristicas relevantes de calidad (Fox & Guinee, 2022).

Durante el corte de la cuajada, las superficies del codgulo en la zona del corte comienzan a
contraerse con rapidez y casi de inmediato comienzan a expulsar grandes cantidades de suero. En |a
superficie de corte, la grasa es muy grande para ser atrapada por la red de caseina y se pierde en el
suero, entonces la cuajada desarrolla una capa densa de micelas de caseina debido a la pérdida de
grasa y suero que se denomina piel y funciona como una membrana que regula la pérdida de suero
durante las etapas subsecuentes de proceso. Para maximizar el rendimiento, controlar la firmeza de
la cuajada en el cortado es uno de los pardmetros clave para minimizar la pérdida de materia seca en
el suero; por ello, la firmeza del gel en el cortado debe optimizarse. Una cuajada mas firme de lo
deseable al corte indica que la pérdida por sinéresis fue excesiva por contraccién de la red proteica;
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por el contrario, si el codgulo es demasiado suave al corte, la cuajada se esparce excesivamente y
existen altas pérdidas de grasa y proteina en el suero; el cortar una cuajada blanda darad como
resultado la salida de pequefias particulas de cuajada denominadas finos, que, por su dimensién tan
reducida, no pueden ser incorporadas a la masa de cuajada cuando el suero se separe, lo que
representa una pérdida en el rendimiento quesero; esto puede ser producido debido a que las
micelas de caseina todavia continlan agregandose o interactuando. Realizar el cortado cuando se
llega a una firmeza adecuada en el gel generard particulas de un tamafio mas uniforme, generando
un queso con una composicién y calidad mas uniformes (Harboe et al., 2010).

El tamafio de las particulas de cuajada afecta el grado de sinéresis, pues mientras mas
pequefias son, mayor es el area superficial disponible para la salida del suero, y menor la distancia
que la humedad tiene que atravesar, aumentando la tasa de sinéresis. Otra consecuencia negativa es
qgue los glébulos de grasa pueden salir a través de las superficies cortadas, y, por tanto, puede
incrementarse la pérdida de grasa. Por ello, se dice que para la manufactura de un queso de poca
humedad el codgulo debe cortarse en piezas pequefias, mientras que el gel para elaborar variedades
con alto contenido de humedad deberia cortarse en piezas grandes (Fox et al., 2017).

Tras el corte y la sinéresis, la cuajada podra separarse del suero tras algunos tratamientos
para manejar la cuajada (agitacién en el suero, incremento de temperatura, sustitucién parcial del
suero por agua, etc.); en el queso panela, la cuajada se separa casi de inmediato o se agita en el suero
por unos minutos para reforzar la estructura de la piel. La recuperacién del codgulo se lleva a cabo
con manta de cielo, que se emplea como herramienta de moldeo y de drenado de suero.

1.15.2.6. Salado

El cloruro de sodio (NaCl) se afiade a todas las variedades de queso en algln punto de su
fabricacién, en una proporciéon de 0.3% a 10%. Puede agregarse por inmersion en salmuera, por
frotado en la superficie o por incorporacion directa en la cuajada una vez triturada, como es el caso
del queso panela. El salado es un método cldsico de conservacién de alimentos, pues reduce la
actividad de agua (aw) del producto promoviendo la sinéresis de la cuajada y contribuyendo a la
expulsion de suero, modulando el crecimiento y supervivencia de bacterias, la actividad de enzimas
nativas de leche, del cuajo, o de bacterias y la capacidad de retencién de agua de proteinas; asimismo,
afecta positivamente el sabor del queso, enmascarando sabores no propios e inhibiendo sabores
indeseables de origen microbiano y contribuye al consumo de sodio en la dieta. Por ello, su adicién
debe hacerse sin exceder los limites permisibles, tomando en cuenta el impacto que posee sobre las
caracteristicas sensoriales y nutrimentales del queso (Fox et al., 2017).

1.1.5.2.7. Prensado

Después del drenado, la agitacion en seco puede ayudar a expeler el suero, aunque en menor
medida; esta es una operacion previa antes de prensar la cuajada; esta operacion se aplica a para
remover la humedad para consolidar la masa de queso, la cual es importante para su textura. En esta
etapa las particulas de caseina se fusionan para formar una sola entidad mas grande, y enseguida se
aplica presién a la cuajada para liberar suero adicional. El prensado promueve una fusién completa
de las particulas de cuajada, formando una masa cohesiva de particulas enlazadas, que incrementa
el drea de contacto entre las particulas de cuajada; el resultado es una textura mas cerrada y una
superficie con menos espacios libres. Por otro lado, si el grado de fusidn es bajo, el queso se mostrara
qguebradizo debido a discontinuidades a nivel macroestructural, donde el drea de contacto y la fusién
es bajay puede haber burbujas de aire o fisuras. Algunas discontinuidades pueden comportarse como
areas débiles que contribuyen a la fragilidad y provocan fracturas a deformaciones de baja intensidad
(Guinee, 2022). Algunas variedades comerciales de queso panela se prensan, mientras que los
productos artesanales se moldean en canastos de formas caracteristicas.
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1.1.6.Productos andlogos veganos y mixtos

1.1.6.1. Antecedentes y definiciones

El queso se considera un alimento emblematico por su valor nutrimental, practicidad vy
diversidad de funcionalidades, sabores y texturas; sin embargo, su consumo se ha tornado polémico
en los Ultimos afios debido a su alto contenido de grasa y colesterol (Mohd Shukri et al., 2022;
Murtaza, 2022); ademas, es un producto costoso, lo que ha impulsado la necesidad de encontrar
reemplazos que pueden actuar como sustitutos y proveer de las mismas caracteristicas tecno-
funcionales con atributos sensoriales similares (Kamath et al., 2022).

En la actualidad una tendencia de mercado se ha enfocado hacia la producciéon de quesos
andlogos o imitaciones de queso manufacturados a partir de ingredientes de origen vegetal. Esto ha
resultado sorprendente, considerando que, en la década de los 2010s, este tipo de productos eran
rechazados por un amplio sector de consumidores, por ser considerados menos nutritivos que los
guesos; no obstante, esta actitud ha cambiado drasticamente durante los Ultimos afios con el
aumento en la proporcién de consumidores que buscan alimentos de origen vegetal (Grossmann &
McClements, 2021). Las razones para elegir este tipo de productos son diversas, estas pueden incluir
intolerancias y alergias alimenticias, sustentabilidad ambiental, bienestar y consideraciones de salud,
asi como tendencias sociales; sin mencionar que la imitacion de quesos puede comercializarse a un
menor costo en comparacion con quesos convencionales (Kamath et al., 2022).

En 2024, el prondstico de la produccién y consumo de quesos en México asciende a 474 mil
ton y 645 mil ton, respectivamente, con un valor neto cercano a los 37 mil millones de pesos
(Wedzerai, 2024; SIAP, 2023). Tomando en cuenta la contribucién de este producto al mercado
alimentario nacional y mundial, cualquier modificacién en los criterios de consumo debe ser atendida
puntualmente por la industria lactea. Por la naturaleza de este proyecto, resulta relevante definir con
claridad las diferencias entre las diferentes denominaciones de quesos y sus productos analogos, lo
cual se discute a continuacion.

Segln la Secretaria de Salud (1994) un queso se define como un producto elaborado con la
cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca u otras especies animales, la cual puede ser
drenada, prensada adicionada con fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e
ingredientes comestibles funcionales. En el proceso también puede involucrarse la adicién de crema,
cultivos lacticos, enzimas, dcidos organicos comestibles y otros tratamientos térmicos para dar lugar
a diferentes variedades de queso. Un concepto relacionado es el de queso natural; estos productos
se elaboran utilizando sélo ingredientes naturales incluyendo leche coagulada de alta calidad, la cual
puede ser entera, descremada, parcialmente descremada o incluso crema; ademas de sal, cultivo
iniciador y enzimas (cuajo) a través de un proceso de fermentacién. Puede contener ingredientes
preservantes, sustancias colorantes y saborizantes permitidos por la norma (Mohd Shukri et al.,
2022). Los quesos procesados son productos lacteos que cumplen el concepto de quesos y se
caracterizan por ser manufacturados con mezclas emulsificadas de estos productos incorporando
sales fundentes y otros aditivos alimentarios e ingredientes opcionales (Secretaria de Salud, 1994).
Los quesos andlogos, también denominados sintéticos o sustitutos de queso (Mohd Shukri et al,,
2022) son productos que incluyen en su formulaciéon polisacaridos, aceites y grasas comestibles,
proteinas lacteas y/o no lacteas (en variedades veganas) y otros ingredientes, ademas de agua;
transformandose en una mezcla suave y homogénea con la aplicacion de calor, cizallamiento
mecanico y sales emulsificantes. El tofu, desarrollado en el s. XVl en China y comercialmente
disponible como producto industrializado desde los 1970s se considera el primer queso analogo

21



(Kovacevi¢ et al., 2024); sin embargo estos productos obtuvieron relevancia en Estados Unidos en la
misma década, ante la necesidad de ofertar sustitutos mas econdmicos de queso para sectores
industriales y de food service, en particular para emplearse en pizza congelada, como queso rebanado
para hamburguesas y como ingrediente en ensaladas, aderezos, salsas y comidas instantdneas. Los
principales ingredientes empleados en productos de imitacién de quesos son muy extensos y varian
notablemente por el tipo de queso que se desea emular y el mercado meta. Ejemplos de algunos de
estos ingredientes con énfasis en los empleados en variedades veganas, se muestran en la Tabla 1.7
y se describen a profundidad en la siguiente seccién.

Tabla 1.7. Principales ingredientes incluidos en los productos andlogos de queso.
Producto por emular Ingredientes

Parmesano Almidones de arroz, nativo y modificado de papa, proteina de arroz

Aceite de coco, almidon de papa, almidon modificado de maiz,

Queso ahumado ,
carragenina

Aceite de coco, almidones de papay tapioca, aislado de proteina de papa,

Suizo . .
goma konjac, harina de algas, goma xantano
Mozzarella Tapioca, agar, nueces de la india
Queso crema Frijol, goma ardbiga, konjac, jarabe de agave
Aceite de coco, almiddn nativo y modificado de papa, proteina de papa,
Mozzarella

goma xantana, celulosa
Aceites de coco y soya, almidones de tapioca y modificado de papa,

Queso suave ] s ,
carragenina, goma guar, almidén de maiz

Americano Aceite de coco, almiddn nativo y modificado de papa, almidén de maiz
Mozzarella Frijol de soya, inulina, agar agar, proteina de soya
Cheddar Garbanzo, frijol, proteina de haba, almidones de papa y tapioca, goma
konjac, goma de algarrobo
Aceite vegetal de maiz, de canola, de girasol, de coco, gluten, tapioca,
Queso para . . , 2
almiddn, goma xantana, aislado de proteina de chicharo, concentrado de
hamburguesas )
proteina de soya
1.1.6.2. Ingredientes tipicos en quesos andlogos

Como se menciond anteriormente, los sdlidos empleados para formular quesos analogos
incluyen a polisacaridos, una o mas fuentes de proteinas y grasas y aceites comestibles. En cuanto a
los polisacaridos, estos ingredientes comprenden gomas y almidones de distintas fuentes, tanto
nativos como modificados (entrecruzados, acetilados, oxidados, etc). Los polisacaridos son
comunmente utilizados en productos analogos lacteos como agentes gelificantes y estabilizantes; en
productos con bajo nivel de pH se emplean para incrementar la dureza, prevenir sinéresis, aumentar
la FG, incrementar la CRA y mejorar la viscosidad del producto terminado. Pueden, también, mejorar
la masticabilidad, cohesividad y dureza de quesos analogos y funcionar como aglutinantes no
proteicos (Eghbaljoo et al., 2022).

Los almidones juegan el papel principal en la formulacién de quesos andlogos veganos, ya
que ayudan a formar una pasta viscosa después de un calentamiento/ enfriamiento, la cual atrapa
fluidos y otros ingredientes en una red tridimensional. Aungue, numerosas imitaciones de quesos en
el mercado incluyen almidones nativos debido a su estructura compacta granular, estos ingredientes
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poseen una baja termo—reversibilidad, es decir que su capacidad de cambiar de un estado
termodinamico a otro es escasa y consecuentemente, las estructuras cristalinas de los almidones
suelen ser modificadas a estructuras amorfas indeseables. Por lo tanto, con frecuencia los almidones
nativos se sustituyen o se mezclan con sus contrapartes modificadas, obtenidas después de un
proceso fisico, enzimatico o quimico. Los beneficios de emplear almidén modificado en lugar de
almidén nativo son notables, ya que ofrecen una baja viscosidad, previenen la granulacién, poseen
mejores propiedades vinculantes y una vida de anaquel prolongada. La eleccion del tipo de almiddn
depende de las propiedades que deseen lograrse en el producto terminado (Kovacevié et al., 2024;
Lyu et al., 2023).

La aplicacion principal de las gomas es como estabilizantes, texturizadores, enlazantes entre
aguay aceites, y mejorantes. Los mas empleados son goma de algarrobo, guar, xantana, carragenina,
karaya, pectinas, carboximetilcelulosa y alginato de sodio. Estos ingredientes pueden ser utilizados
para imitaciones de queso empleando un maximo de concentracién de 0.8% p/p. Su principal
aplicacion es incrementar las capacidades de retencion de agua y gelificante; ademas de reducir la
firmeza, e incrementar las propiedades de coccion (capacidad de fusion y fluidez) en productos bajos
en grasa. Recientemente se ha investigado su funcionalidad como sustitutos de sales emulsificantes
(Kovacevic et al., 2024; Guinee, 2017).

Las imitaciones de queso usualmente contienen entre 23 y 28% de contenido de grasa, la
cual posee un rol importante en el sabor, la textura y en algunos casos el perfil nutricional del
producto final. Aceites de soya, coco, girasol, semilla de algoddn, canola y palma, tanto hidrogenados
como no hidrogenados pueden incluirse en la formulacién (Kamath et al., 2022). Estos aceites poseen
considerables cantidades de &acidos grasos insaturados, por lo que tienden a ser liquidos a
temperatura ambiente, y no forman redes de grasa cristalizada (Kovacevi¢ et al., 2024).

Aunque la proteina de soya se ha empleado para elaboracién de analogos durante siglos, en
la actualidad la exploracién de otras proteinas vegetales en la formulacion de estos productos
constituye un area de crecimiento importante; asi se ha reportado la elaboracion de cuajadas
manufacturadas a partir de proteinas de chicharo, coco, cacahuate, frijoles, amaranto, quinoa,
caflamo y ajonjoli, entre otras (Batista-Silva et al., 2024; Fernandez-Lépez et al., 2024; Tunick, 2022;
Sim et al., 2021). Dichas proteinas han sido probadas recientemente como una alternativa al uso de
caseinatos en productos veganos, debido a su bajo costo y alta disponibilidad. Sin embargo, los geles
formados resultan ser mas suaves y menos elasticos, por lo que suelen emplearse para elaborar
formulaciones de quesos untables (Mohd Shukri et al., 2022). Ademas, las proteinas de origen vegetal
exhiben una solubilidad limitada y sabores intensos, por lo que se han buscado alternativas de
preprocesamiento para hacerlas mas aptas para incluirse como ingredientes en formulaciones de
productos hibridos (Genet et al., 2023).

1.1.6.3. Ventajas y dreas de oportunidad en el desarrollo de quesos analogos

Existen diversas ventajas en la produccion de quesos analogos, como un menor costo de
ingredientes y de manufactura (menor capital para el equipo de elaboracién y periodos de tiempos
de maduracion), la posible personalizacién de atributos sensoriales (particularmente en textura y
sabor) y nutricionales, como alternativas bajas en sodio, bajas en grasa, enriquecidas con acidos
grasos insaturados, libres de colesterol y/o lactosa, adicionados con vitaminas y minerales, etc.).
Ademds, como producto terminado poseen una alta estabilidad durante el almacenamiento en
refrigeracion debido a su textura y propiedades de coccidon (Guinee, 2022; Kamath et al., 2022). Sin
embargo, disefiar productos veganos que pueden imitar de forma precisa el rango completo de
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atributos sensoriales y tecnoldgicos de un queso natural es extremadamente dificil debido a su
complejidad composicional y estructural; se ha inferido, incluso, que este tipo de quesos poseen
atributos de textura desde inaceptables hasta apenas satisfactorios, debido a que no simulan las
caracteristicas fisicas sensoriales de un queso convencional de manera apropiada; adicionalmente,
las proteinas vegetales pueden impartir sabores objetables a los productos a los que se incorporan.
Ademads, los productores de estos alimentos han sido acusados de realizar publicidad engafiosa, por
ofertar productos de baja calidad disefiados para imitar a los de alta calidad (Kamath et al., 2022;
Grossmann & McClements, 2021); aunque algunos investigadores estan trabajando para mejorar sus
atributos de textura empleando Unicamente productos de origen vegetal exclusivamente, se esta
explorando la alternativa de formular productos hibridos, empleando ingredientes proteicos de
origen animal y vegetal como una gama de productos de transicidon que permitan reducir el consumo
de productos de origen animal, que se perciban como mds amigables con el medio ambiente y que
no prescindan completamente de las propiedades tecnoldgicas Unicas otorgadas por las proteinas
lacteas. Estos productos se abordaran en la siguiente seccién.

1.1.6.4. Productos lacteos mixtos o hibridos

Hoy en dia existe un incremento acelerado de la demanda de proteinas vegetales como un
ingrediente alimenticio debido a su bajo costo, alto valor nutrimental y caracteristicas tecnoldgico-
funcionales (Mazinani et al., 2020). Sin embargo, existen algunas limitantes asociadas a su uso en
formulaciones alimenticias, especialmente por su baja solubilidad en agua, ademds de algunos
defectos en textura que pueden presentarse cuando se incluyen como Unica fuente proteica en
alimentos; por ello recientemente se ha explorado el uso de proteinas vegetales para reemplazar
parcialmente las proteinas de leche (caseinas y/o proteinas de suero) en productos lacteos
(Curutchet et al., 2024), lo que representa una oportunidad para elaborar opciones mas saludables,
con propiedades sensoriales mas factibles de ser aceptadas y mas econémicos, generando un menor
dafio al ambiente (Centeno-Rodriguez et al., 2020). Una de los productos percibidos como mas
promisorios es el de la categoria de los quesos hibridos, dada la dificultad de encontrar alternativas
de proteinas de origen vegetal que cubran todo el rango de funcionalidades esperadas en los quesos
convencionales (fundibilidad, formacion de hebras, desarrollo de sabores y aromas, etc); los quesos
hibridos representan un concepto totalmente distinto e innovador, sin un equivalente en el mercado
actual, con propiedades Unicas de textura y sabor; aunque no pueden ser llamados estrictamente
quesos, éstos pueden constituir una alternativa de productos de transicion hacia dietas percibidas
como mas sustentables (Alsaed et al., 2023; Genet et al., 2023).

La introduccién de un polimero a una matriz lactea puede inducir cambios sensoriales y
estructurales, pues se ha observado que pueden proporcionar una textura mas suave, ademas de
cambios en el sabor (Ouyang et al., 2022). En este sentido, Escobar et al., (2012) elaboraron un queso
panela adicionado con almiddn de haba, lo que resultd en un producto considerablemente mas suave
que el control y sensorialmente menos aceptable. En cuanto a las proteinas empleadas en la
formulacion de sistemas mixtos, evidencia reciente apunta a que existe una interaccién insuficiente
entre proteinas de distintos origenes (animal y vegetal) y que esto representa un problema real para
la formulacién de productos hibridos. Salinas-Valdés et al., (2015) exploraron el uso de proteinas
aisladas de cacahuate y soya mezcladas con leche para elaborar un alimento hibrido tipo queso
panela, reportando incrementos en CRA, rendimiento y contenido de proteina en formulaciones
selectas en comparacion con el control, sin que se observaran cambios notables en sus caracteristicas
texturales. Sin embargo, para lograr esto, se requiriéd emplear procesos adicionales para incrementar
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los entrecruzamientos entre proteinas de distintos origenes o su interaccion era limitada; para ello,
usaron transglutaminasa, que formd enlaces peptidicos entre las proteinas utilizadas; en este mismo
sentido, Silva et al. (2019) al trabajar con sistemas hibridos de proteina de chicharo con caseina
micelar concentrada sometidos a coagulacién térmica observaron que, a diferencia de la muy
caracterizada interaccidn entre caseinas y proteinas de suero desnaturalizadas que ocurre en leche
tratada térmicamente, no se presentaban entrecruzamientos entre caseina y proteinas de chicharo
y éstas gelificaban de forma independiente, como lo proponen Ouyang et al. (2022) (ver Figura 1.2).

Caseinas

N

{ Proteinas vegetales

\‘

Proteinas de suero
desnaturalizadas

A

Figura 1.2. Posible estructura de gel termoformado en sistemas mixtos de proteina vegetal y proteinas ldcteas

Entre las proteinas vegetales, la de soya ha sido la mas explorada por su alto contenido de
proteina de alta calidad, buena estabilidad, propiedades emulsificantes y gelificantes; a pesar de ello,
es un alérgeno potencial; en consecuencia, los consumidores demandan nuevas alternativas de
proteinas alternativas; asf, ha habido un incremento en la exploracion del uso de proteinas vegetales
diferentes, destacando el uso de proteina de chicharo (Galani et al., 2023; Ouyang et al., 2022;
Kristensen et al., 2021). Esta proteina se considera promisoria por diversas razones; su cultivo es
econdémico y es resistente a enfermedades que aquejan a otros productos agricolas (Sulima &
Zhukov, 2022), por lo que puede garantizar un abasto adecuado; ademds, posee propiedades
tecnolégico-funcionales sobresalientes, un buen perfil nutrimental y, tomando en cuenta a
consumidores que buscan productos percibidos como naturales, no es un alimento genéticamente
modificado (Lam et al., 2018; Stone et al., 2015). Sin embargo, hay areas de oportunidad en el uso de
esta proteina; se ha reportado que productos formulados con ella pueden exhibir sabores a frijol 0 a
pasto debido a la oxidacién de los acidos grasos insaturados durante el proceso de manufactura y
almacenamiento, ocasionando la disminucion gradual del nivel de aceptabilidad sensorial; ademas,
su solubilidad es limitada y frecuentemente requiere de pretratamientos para mejorarla. Es evidente
entonces que aun hay mucho para explorar sobre el comportamiento de la proteina de chicharo en
sistemas alimenticios (Ouyang et al., 2022), por ello, se selecciond para formular el producto hibrido
de este proyecto. Las caracteristicas relevantes de esta legumbre se abordan en el siguiente capitulo.
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1.2. Chicharo

1.2.1.0rigen botanico y caracteristicas del cultivo de chicharo

Las legumbres en la familia Fabaceae son el segundo cultivo mas importante después de los
cereales; entre ellos, los chicharos (Pisum sativum L. ssp.sativum) representan solo una pequefia
fraccion que abarca 650 géneros y cerca de 19,000 especies; Fabaceae se divide en tres subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae (o Faboideae), este Ultimo es el grupo mas grande
de legumbres y poseen la habilidad de fijar el nitrégeno atmosférico (Faligowska, et al., 2022), por lo
gue se emplean en zonas donde los nutrientes del suelo son bajos y como cultivo rotacional con
cereales y semillas oleaginosas. La taxonomia del chicharo se muestra en la Figura 1.3 (Biddle, 2017).

El chicharo comun (P. sativum) es la semilla de la planta trepadora del mismo nombre, que
incluye a variedades como jardin, de campo, de primavera, inglés, liso, amarillo, y verde. Uno de los
alimentos domesticados mas antiguos, es un cultivo de temporada fria, primordialmente producido
por su aporte proteico y de vitaminas y minerales. Algunas variedades son cosechadas frescas, con
sus semillas y vainas inmaduras (72—80% humedad) para enlatarse y congelarse, mientras que otras
se cosechan secas (10-15% humedad) para almacenarse. Los principales productores de chicharos
son Canadd, Rusia y EE. UU.; en México se cultiva en 19 estados, destacando el Estado de México y
Puebla. Se destaca por su gran adaptabilidad para crecer en ecosistemas diversos, desde semi
desiertos hasta bosques lluviosos, tolerando temperaturas de hasta -32°C, aunque las condiciones
ambientales pueden incidir sobre su composicidon nutrimental. Las plantas de chicharo prefieren
ambientes iluminados, suelos fértiles, drenados, y ricos en humus; con suelos ricos en
micronutrientes (K, P, Mg); el cultivo de chicharos para alimentacién humana y animal tiene como
principal objetivo la obtenciéon de altos rendimientos, una maduracién rapida y resistencia a
enfermedades (Lu et al., 2020; Tulbek et al., 2016). En la Figura 1.4 se muestra una planta tipica de
chicharo, sus flores y semillas frescas.

Caesalpinioideae
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Mimosoideae
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Figura 1.3. Cuadro taxondmico de Pisum sativum.
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Figura 1.4. Chicharo (Pisum sativum).

A. Planta. (Plascencia-Diaz, s.f.) B. Flores (Zafeiriou, s.f.) C. Semillas frescas (Montes-Herndndez, s.f.)

1.2.2.Composicién de semillas de chicharo

El chicharo es conocido en todo el mundo como una fuente principal de componentes
nutricionales que incluyen proteina, fibra dietética, dcidos grasos, elementos traza y fendlicos; estos
pueden ser fraccionados y utilizados como ingredientes en productos alimenticios enriquecidos en
proteina, almiddn, fibra, etc., siendo asi, han recibido gran atencién en los Ultimos afios (Chen et al,,
2023; Lu et al., 2020); aunque, una desventaja que ha sido sefialada en diversas investigaciones es
que las semillas de chicharo contienen variaciones importantes en su composiciéon quimica, la cual
estd condicionada por factores ambientales, genotipo y regiones en las que crecen (Tulbek et al.,
2016); esto puede ser una limitante importante para su aplicabilidad industrial. En general, el
chicharo es rico en proteinas, fibra dietética, carbohidratos, bajo en grasas y contiene un nimero
importante de vitaminas y minerales (Lam et al., 2018). En la Tabla 1.8 se presenta la composicién
porcentual en base seca de semillas de chicharo y los principales componentes asociados con cada
una de estas fracciones. Asimismo, a continuacion, se discutirdn aspectos relevantes de cada fraccion.

Tabla 1.8. Composicion de semillas de chicharo y componentes relevantes por fraccion.

Porcentaje 60-65% 18-30% 17-27% 2-10% 1.2-1.8% 1.61%
Fibra Almidon

Fracciones Carbohidratos Proteinas " . Grasas Minerales  Vitaminas
dietética  resistente
Almiddn (ARD Albuminas - ) Potasio
y ALD) Acido oleico
c . Verbascosa Globulinas Fosforo Del grupo
omponentes Estaquiosa Prolaminas o ) Magnesio B
] ] Acido linoleico ]
Rafinosa Glutelinas Calcio
Sacarosa Residuos proteicos

Obtenida de Shanthakumar et al, 2022; Tulbek et al., 2016.
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1.2.2.1. Carbohidratos

Los carbohidratos se encuentran naturalmente en el reino vegetal en diversas categorias de
alimentos que incluyen frutas, vegetales y granos, por lo que son los compuestos mas abundantes en
la naturalezay también los que mas consume el ser humano, ya que nutricionalmente son su principal
fuente de energia (Nasir et al.,, 2022). En el chicharo, los carbohidratos son principalmente
oligosacaridos, almiddn y algunos polisacaridos no almidonados, con cantidades mas pequefias de
monosacaridos y disacaridos (Tulbek et al., 2016). Entre los monosacaridos, los mas comunes son
glucosa, galactosa y arabinosa, todos derivados del almiddn; asi como cantidades reducidas de xilosa,
fructosa, ramnosa y acido urdnico, que son derivados de polisacdridos pécticos, mientras que el
disacarido principal es la sacarosa (Kumari & Deka, 2021). De los oligosacaridos, estan presentes
aquellos de la familia rafinosa (RFOs) o a-galactésidos, que incluyen por orden abundancia a
estaquiosa, verbascosa y rafinosa (Kumari & Deka, 2021), creados por una reaccion en cadena de
galactosa. En las leguminosas, los RFOs inciden sobre la tolerancia al estrés por factores bidticos y
abidticos, la germinacién de semillas, la tolerancia a la deshidratacion y en el vigor de las semillas,
entre otras funciones (Salvi et al., 2022; Martinez-Villaluenga et al., 2008). El contenido de
oligosacaridos puede estar relacionado con ciertas caracteristicas fisicas del chicharo, como el
tamafio o el color del recubrimiento de la semilla. Se ha reportado que los a-galactésidos funcionan
como probidticos (Parihar et al., 2021), compuestos no digeribles beneficiosos que modulan el
crecimiento y actividad de bacterias probidticas en el colon (Martinez-Villaluenga et al., 2008).

El almiddn es el principal carbohidrato del chicharo; su contenido varia de 27 a 56% en base
seca, y en promedio, contiene 46%, aunque su proporcion, al igual que con otros compuestos del
chicharo cambia con la variedad, condiciones de crecimiento, madurez y por posibles mutaciones
(Parihar et al.,, 2021). El almiddon de chicharo posee una proporcion ligeramente mayor de
amilopectina y una menor de amilosa (24-49%) (Farshi et al., 2024), aunque en comparacién con
otras fuentes vegetales, la proporcion de esta uUltima es relativamente alta. Las proporciones de
amilosa y amilopectina en el almidén no solo influyen en su digestibilidad (la amilosa es mas
resistente a la digestion enzimatica), sino que también repercuten de manera importante en sus
propiedades fisicoquimicas, aunque no es la Unica determinante, debido a que, la forma, el tamafio
y la distribucion de tamafios de los granulos afecta propiedades tecnoldgico — funcionales, como la
viscosidad; se han observado ciertas irregularidades en cuanto a la forma y tamafio de los granulos
de almidon de chicharo (Wu et al., 2023).

1.2.2.2. Grasa

En cuanto al contenido de grasa, los chicharos exhiben un contenido bajo, en el rango de 0.8
a 6.1%. El balance entre &acidos grasos saturados e insaturados favorece a estos Ultimos,
representando del 42 al 61% del total; se ha reportado que hasta cerca de la mitad de los dcidos
grasos presentes en el chicharo pueden corresponder al linoleico (35-48%) y, en menor proporcion
al linolénico (7-13%), aunque el acido palmitico es el mayoritario de los saturados y se encuentra
presente en cantidades importantes (~12-20%) (Wu et al., 2023); otros reportes indican cantidades
apreciables de acido oleico. Aun cuando se encuentran en cantidades reducidas, la presencia de
acidos grasos poliinsaturados como el linoleico y el linolénico y sus productos de degradacion se ha
visto recientemente asociada al desarrollo de sabores amargos en proteinas aisladas de chicharo, lo
gue puede convertirse en un factor limitante que puede comprometer el uso industrial de estos
productos (Glaser et al., 2021).
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1.2.2.3. Fibra dietética

El término fibra designa a un grupo muy amplio de polisacdridos estructurales que no son
aprovechados metabdlicamente por los animales monogdstricos como el ser humano, pues son
resistentes a la digestién y absorcién en el intestino delgado, con una fermentacion completa o
parcial en el intestino grueso (Badui-Dergal, 2013). En el chicharo, la fibra dietética esta presente en
una proporcion de 17 a 27% dependiendo del tipo de cultivo, ambiente y la region (Tulbek et al.,,
2017) y surge de la testa (fibra exterior), cominmente conocida como cdscara, y del cotileddn (fibra
interna). La cdscara contiene altas cantidades de polisacaridos hidrosolubles, especialmente celulosa,
mientras que la fibra interior contiene polisacaridos con distintos grados de solubilizacién, incluyendo
celulosas, hemicelulosas y pectinas (Parihar et al., 2021).

Una fracciéon del almidén presente en el chicharo puede funcionar como fibra dietética. De
acuerdo con el grado de susceptibilidad a la hidrdlisis enzimatica, el almidén puede ser rdpidamente
digerible (ARD), lentamente digerible (ALD) y resistente (AR) (Kumari & Deka, 2021). AR se define
como el almidén y sus productos de degradacién no absorbidos en el intestino delgado, que continua
su transito al intestino grueso, donde es fermentado por la microbiota presente (Magallanes-Cruz et
al., 2017). Los almidones con razones mas altas de amilosa: amilopectina, como el de chicharo,
tienden a formar mas AR por la estructura mas compacta y menos susceptible a la hidrélisis
enzimatica de la amilosa, que también tiene una mayor tendencia a la retrogradacion (Villarroel Heise
et al., 2018). Las semillas de chicharo contienen de 2-10% de AR dependiendo del procesamiento,
cultivo y regién en donde se coseche. Esta cantidad, en comparacion con el trigo y otros cereales,
resulta ser alta (Tulbek et al., 2017).

1.2.2.4. Vitaminas y Minerales

Los chicharos son una excelente fuente de micronutrientes como hierro (Fe), zinc (Zn), calcio
(Ca), fésforo (P) y magnesio (Mg); y es naturalmente bajo en acido fitico o fitato, aunque se han
encontrado variaciones significativas en el perfil de minerales con el genotipo. En general, el mineral
mas abundante en chicharo es el potasio (K), seguido de P, Mg y Ca, respectivamente. El chicharo,
ademsds, es una excelente fuente de selenio (Se), molibdeno (Mo), manganeso (Mn), cobre (Cu) y
boro (B) (Shanthakumar et al., 2022; Parihar et al., 2021). Tanto Ca como Zn destacan por su alta
biodisponibilidad en el chicharo (Nasir et al., 2022). El chicharo es una fuente notable de diversas
vitaminas, como tiamina y folato, y también contiene vitamina C, piridoxina, niacina y riboflavina.

1.2.2.5. Componentes bioactivos, antinutrientes y compuestos de sabor

Los compuestos bioactivos presentes en alimentos de origen vegetal, aungue se encuentran
en pequefias cantidades, son cruciales para la salud. Las leguminosas son ricas en componentes como
isoflavonas, péptidos bioactivos, saponinas, clorofila, polifenoles y galactdsidos. Este tipo de
componentes generalmente exhibe efectos que promueven la buena salud, con beneficios
especificos que varian de acuerdo con el tipo de componente (Shea et al., 2024, Boukid et al., 2021,
Parihar et al.,, 2021). A los compuestos bioactivos en el chicharo se le atribuyen propiedades
antimicrobianas, inmunomodulatorias, antioxidantes, antidiabéticas, antiinflamatorias vy
anticancerigenas; también ayudan a reducir la hipertension, niveles de colesterol y algunas otras
enfermedades cronicas (Shea et al., 2024).

Al contrario, algunas leguminosas pueden contener sustancias que afectar la salud humana,
incluyendo inhibidores de amilasa, acido fitico, lectinas, taninos, oxalatos y saponinas. Dichas
sustancias se consideran factores antinutricionales, que reducen la digestibilidad y biodisponibilidad
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de diversos nutrientes, como proteinas y polisacdridos (Boukid et al., 2021), ademas de que pueden
disminuir los beneficios a la salud generados por la presencia de bioactivos (Tulbek et al., 2016). Se
ha reportado que, en comparacién con otras leguminosas, las semillas de chicharo poseen un menor
contenido de &cido fitico, inhibidores de tripsina, saponinas y estaquiosa (Shea et al., 2024). Otras
sustancias objetables incluyen a componentes que pueden limitar el consumo de leguminosas, por
generar defectos de sabor. Asi, la presencia de notas terrosos y a frijol en leguminosas se relacionan
con la presencia de aldehidos, cetonas, furanos, pirazinas y alcoholes en los chicharos. Estos
componentes tienden a enlazarse con proteinas, por lo que pueden percibirse con sabores a pasto,
heno o tierra; lo que puede llevar a que algunos usuarios eviten su consumo (Boukid et al., 2021).
Asimismo, la presencia de galactésidos en las semillas de leguminosas limita su consumo, pues estas
sustancias son digeridas por la microbiota bacteriana del colon, generando gases que provocan
flatulencias y malestar intestinal (Parihar et al., 2021). En ese sentido, diferentes investigadores han
sugerido modificar la estructura de las proteinas y componentes en general a través de
fermentaciones, procesos enzimaticos, quimicos y térmicos para cambiar la percepcion sensorial,
disminuir la cantidad de antinutrientes, mejorar las propiedades tecnolégico—funcionales o reducir el
impacto de compuestos sensorialmente objetables (Boukid et al., 2021).

1.2.2.6. Proteinas de chicharo

En los sistemas alimenticios, las proteinas cumplen funciones nutrimentales (como fuente de
aminoacidos y de energia), estructurales (contribuyendo en gran medida a la definicion de textura o
comportamiento reolégico de los productos), tecnoldgico-funcionales (por su capacidades
espumante, gelificante, emulsificante, de capacidad de retencién de agua y aceite, etc.) cataliticas
(porque algunas poseen actividad enzimatica) y sensoriales (por su efecto sobre la textura y
consistencia y por participar en reacciones quimicas que contribuyen al desarrollo de aroma y flavor
caracteristicos de los alimentos, como Maillard) (Sim et al., 2021; Galvez-Mariscal et al., 2013), por lo
tanto, son uno de los componentes mas importantes de los alimentos.

La proteina de chicharo, en general, ha ganado un gran interés en la industria de alimentos;
es un tipo de proteina vegetal relativamente nuevo y cada vez se vuelve mads popular a nivel global,
debido a su baja alergenicidad, alto valor nutricional, disponibilidad y bajo costo (Lu et al., 2020; Lam
et al., 2018), ademas, son consideradas proteinas de alta calidad ya que son una fuente rica de
aminoacidos esenciales, incluyendo arginina, fenilalanina, leucina, isoleucina vy lisina, que es
usualmente bajo en cereales; sin embargo, son deficientes en aminoacidos sulfurados, como
metionina y cisteina; por consiguiente, los chicharos pueden consumirse en combinacion con otros
cereales (Boukid et al., 2021; Tulbek et al., 2016). Adicionalmente, las proteinas de chicharo aportan
beneficios adicionales a la salud debido a su capacidad antioxidante, antidiabética, antihipertensiva,
antinflamatoria, de modulacién de la composicién de microbiota intestinal y disminucién del
colesterol; ademas, ayudan a atenuar la absorcion de glucosa y afectan la liberacién de hormonas
reguladoras de apetito (Wu et al., 2023). Dependiendo de la variedad, madurez y condiciones de
crecimiento, los chicharos pueden presentar diferencias en contenido proteico, el cual puede
alcanzar hasta 30 g/100g de producto; por ejemplo, se han asociado altas temperaturas ambientales
y bajos niveles de precipitacién pluvial con mayores contenido de proteina (Burger & Zhang, 2019).

Las proteinas presentes en tejidos de origen vegetal generalmente son estructuras simples,
usualmente asociadas con proteinas de almacenamiento en semillas; éstas se pueden clasificar en
cuatro grandes grupos, diferenciados entre si por su solubilidad (ver Tabla 1.9) en albuminas,
globulinas, prolaminas y glutelinas. Estas proteinas se estructuran a partir de cadenas polipeptidicas
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plegadas densamente debido a interacciones débiles como puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas de Van der Waals interacciones hidrofdbicas y enlaces disulfuro. La
solubilidad de estas proteinas se ve afectada por varios factores, como diferencias en peso molecular,
flexibilidad molecular, presencia de subunidades hidrofdbicas, acidas y alcalinas en la superficie de la
proteina, asi como por asociacion y disociacion de subunidades (Nasir et al., 2022; Sim et al., 2021).
En chicharo existen seis tipos mayoritarios de proteinas; tres de ellas son globulinas, que
corresponden al 65-80% del total de proteinas, seguidas de albuminas, que representan del 10 al
20% del total e incluyen a enzimas, proteinas metabdlicas y algunas proteinas de defensa. En
aplicaciones alimentarias, como bebidas, salsas y postres, estas fracciones son importantes por su
contribucidén a la funcionalidad proteica, pues son capaces de formar geles suaves, que pueden servir
para la elaboracién de productos andlogos de lacteos incluyendo fermentados, coagulados y fluidos
(Shanthakumar et al., 2022; Sim et al., 2021). En La Tabla 1.9 se enumeran los principales tipos de
proteina presentes en el chicharo y sus caracteristicas mas relevantes, mismas que se explican a
detalle a continuacion.

Tabla 1.9. Caracteristicas principales de las diferentes proteinas en chicharo.

. - M .
. , Contenido = Solubilidad asa Caracteristicas
Tipo Proteinas %] en: molar
° ' [kDa]
L 320-410 Subunidades a—yB—unldas
por enlaces disulfuro
. No presenta enlaces
Soluciones

Globulinas Vicilina 65-80 150 covalentes en sus

salinas ,
subunidades ni glicosilaciéon
o U
Convicilina 180-210 80% de aminoacidos
homélogos con 7S
Albuminas = Albumina 18-25 Agua 5-80 Alta en cisteina
. ) Soluci ) )
Prolaminas = Prolamina 4-5 © ua,o.nes -ND Alta en glutamina y prolina
alcohdlicas
Ui Ri L
Glutelinas Glutelina 3-4 >0 uu.ones -ND Ica gn am,m'oaudos
alcalinas hidrofébicos

Tomada de Asen et al., 2023; Shantakumar et al. (2022). ND: No disponible

1.2.3.Clasificacidn de proteinas de chicharo
1.2.3.1. Globulinas

Las globulinas son las principales proteinas de reserva de los chicharos, estas pueden
degradarse durante la germinacion de las semillas, proporcionando nutrientes para el crecimiento de
la planta; poseen un gran contenido de lisina y son solubles en soluciones salinas. Las globulinas
pueden disociarse en pequefias unidades a pH extremos y por fuerza idnica. En general, los diferentes
componentes de globulina proporcionan a la proteina propiedades funcionales Unicas. Basado en sus
coeficientes de sedimentacién (expresado en svedbergs), las principales globulinas son legumina
(11S) y vicilina (7S) (Parihar et al., 2021). La proporcién de legumina a vicilina es de 2:1, aunque el
contenido de esta Ultima puede ser mayor aumentar con el genotipo, condiciones de crecimiento,
etc. (Wu et al,, 2023; Daba & Morris, 2022). Las globulinas pueden formar peliculas interfaciales
fuertes debido al desdoblamiento e interacciones entre subunidades mas grandes. Sus caracteristicas
emulsificantes y espumantes pueden variar con la fraccidn de globulina empleada. En general, estas
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proteinas pueden ser utilizadas como agentes gelificantes porque se desdoblan al calentarse,
exponiendo grupos no polares y sulfhidrilo en fase acuosa, causando agregacion via hidrofdbica y
formacién de enlaces disulfuro, se ha explorado aplicar pretratamientos fisicos, quimicos o
enzimaticos para modificarlas y modular sus propiedades tecnoldgicas (Sim et al., 2021).

La legumina es una proteina que se desarrolla tardiamente en las semillas; un aumento en el
contenido de proteina en chicharo usualmente se asocia a un incremento en su concentracion (Daba
& Morris, 2022). Es una proteina hexamérica con estructura cuaternaria compacta, estabilizada por
interacciones electrostéticas, hidrofébicas y enlaces disulfuro; posee una masa molecular de 300 a
400 kDa, con presencia de aminodcidos sulfurados. Contiene seis subunidades unidas por
interacciones no covalentes, cada una de ellas con dos tipos de polipéptidos, uno acido y uno alcalino,
gue se mantienen unidos por un enlace disulfuro. La parte hidrofilica a-hélice, rica en dcido glutamico
y leucina, se encuentra en la superficie de la molécula, mientras que la B-laminar, que contiene mas
alanina, valina, leucina y glicina, estd inmersa en el interior para minimizar el contacto con el agua
(Shanthakumar et al., 2022). La legumina posee buenas capacidades espumante y emulsificante
(Daba & Morris, 2022), aunque puede sufrir disociacion, desdoblamiento y reagregaciéon a fuerzas
idnicas y condiciones de calentamiento adecuadas, lo que mejora su solubilidad y capacidades de
gelaciéon, emulsificacion y espumado (Sim et al., 2021).

La vicilina es un agregado trimérico escasamente glicosilado con un peso molecular de 150-
200 kDa (Burger & Zhang, 2019), conformado por una combinacién de polipéptidos heterogéneos
con una superficie hidrofilica (Lu et al., 2020); se produce en una etapa temprana del desarrollo del
chicharo y algunas variedades de chicharo la tienen en mayor proporcion que la legumina (Daba &
Morris, 2022). Contiene altos niveles de arginina, lisina y acidos aspartico y glutdmico, aunque bajos
niveles de triptéfano y sin residuos de cisteina o de metionina, por lo que carece de enlaces disulfuro
(Lam et al., 2021). Es capaz de producir espumas estables y emulsiones, ademas exhibe una buena
capacidad de gelaciéon inducida por calor; de manera similar a la legumina, condiciones de proceso
adecuadas, como fuerza idnica y temperaturas de calentamiento mejorar otras propiedades
funcionales como solubilidad y gelacién (Sim et al., 2021).

La convicilina es la tercera proteina de almacenamiento del chicharo; con una masa
molecular de 70 kDa, usualmente forma trimeros consigo misma o con vicilinas. Presenta una
importante homologia de secuencia con vicilina (80%), aunque su perfil incluye a aminodcidos
sulfurados (Shanthakumar et al., 2022; Lam et al., 2021).

1.2.3.2. Albumina

Las albuminas son proteinas hidrosolubles que incluyen diversas proteinas esenciales en el
metabolismo celular. Son proteinas metabdlicas y enzimaticas, que muestran funciones relacionadas
al citosol de las células, y juegan un rol funcional en el crecimiento y germinacién de las semillas.
Generalmente se presentan en etapas tardias del desarrollo de las semillas (Daba & Morris, 2022; Lu
et al., 2020). Su coeficiente de sedimentacion es de 2S5, y se distribuyen en dicotiledéneas (Parihar et
al., 2022). Puede llegar a tener niveles excepcionales de cisteina, dependiendo de su secuenciacién
genética (Shanthakumar et al., 2022; Burger & Zhang, 2019). Las albuminas de chicharo poseen poca
flexibilidad molecular e hidrofobicidad, por lo que requieren de pretratamientos para aprovechar su
funcionalidad (Sim et al., 2021).
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1.2.3.3. Prolaminas y gluteninas

Las prolaminas son otras proteinas de almacenamiento que se presentan en pequefas
cantidades en semillas de chicharo; poseen altos contenidos de glutamina y prolina; son solubles en
soluciones alcohdlicas (70-80%), acidos ligeros y soluciones alcalinas. Esta proteina no coagula por
calentamiento (Lu et al., 2020). Las prolaminas poseen fracciones de alto peso molecular y baja
solubilidad en agua a pH neutro, lo que puede afectar su capacidad espumante y emulsificante.

La glutenina es rica en aminodcidos hidrofébicos como fenilalanina, valina, tirosina y prolina.
En general, posee un perfil de aminoacidos balanceado, y con alto contenido de lisina, aunque es
relativamente baja en aminodcidos sulfurados. La glutenina es soluble en 4cidos diluidos o bases,
agentes caotropicos o reductores y surfactantes, es rico en aminodcidos hidrofdobicos como
fenilalanina, valina, tirosina y prolina (Shanthakumar et al., 2022; Lu et al., 2020). En cuanto a sus
propiedades tecnoldgico—funcionales, las gluteninas poseen un comportamiento similar al de las
prolaminas (Sim et al., 2021).

1.2.4.Propiedades tecnolégico—funcionales de proteinas de chicharo

Como ingredientes de productos alimenticios, las proteinas contribuyen a definir su
estructura y propiedades tecnoldgico—funcionales. Su uso como ingredientes requiere del
conocimiento detallado de su comportamiento quimico para optimizar sus procesos de extraccion,
modificacion, procesamiento y almacenamiento (Galvéz-Mariscal et al., 2013).

Aunque la mayoria de los aislados de proteina de leguminosas ricos en globulinas contienen
sub-fracciones (como legumina, vicilina y convicilina en chicharo) cada una de ellas posee
propiedades tecnoldgicas distintas, lo cual puede afectar su comportamiento global como
ingrediente (Sim et al., 2021). Por tanto, para usar la proteina de chicharo de manera eficiente en
aplicaciones alimentarias, con frecuencia es necesario darle algin tipo de pretratamiento para
mejorar sus propiedades de superficie, digestibilidad, atributos de sabor, entre otras propiedades
fisicoquimicas. Estos métodos pueden ser clasificados como quimicos (glicosilacion, conjugacién y
fosforilacién), fisicos (térmicos, microfluidizacion, sonicacién, homogeneizaciéon a alta presion,
plasma frio atmosférico, cavitacion hidrodindamica) y biolégicos (hidrdlisis enzimatica, fermentacion,
germinacion (Asen et al.,, 2023). A continuacién, se explicaran las propiedades tecnoldgicas de la
proteina de chicharo mas importantes para este proyecto.

1.24.1. Solubilidad

La solubilidad es un atributo importante de los aislados proteicos dado que es un requisito
para que se presenten otras propiedades funcionales como emulsificacién, espumado, espesado y
propiedades gelificacién en un amplio rango de aplicaciones (Daba & Morris, 2022; Stone et al,,
2015). La solubilidad de una proteina estd relacionada con su estructura (carga, hidrofobicidad y
punto isoeléctrico) y condiciones de hidratacion (pH, temperatura y tipo y concentracion de sales en
el solvente). La proteina de chicharo exhibe un comportamiento de solubilidad de curva “tipo U” muy
dependiente del pH, aunque a condiciones acidas es deficiente (Wu et al., 2023), en particular en su
punto isoeléctrico (pl, entre 4-5), donde la proteina no presenta una carga superficial, lo que da como
resultado una solubilidad minima, debido a que las proteinas adyacentes tienden a agruparse en
estructuras mas grandes, provocando su sedimentacién. En contraste, en una solucién a pH lejos del
valor de pl, la proteina exhibe una carga de superficie positiva (pH<pl) o negativa (pH>pl) y muestra
una solubilidad maxima. La solubilidad de aislados proteicos comerciales de chicharo no difiere
significativamente de los obtenidos en laboratorio (Daba & Morris, 2022).
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1.2.4.2. Capacidad de Retencién de Agua (CRA)

El agua es un componente vital en los alimentos y altera las propiedades fisicoquimicas de
las proteinas. Varias propiedades funcionales de los alimentos dependen de las interacciones entre
proteinas y agua. Debido a que un amplio grupo de productos alimenticios contienen mas de 50%
agua, una baja CRA puede ocasionar pérdida de humedad durante el procesamiento y a alterar la
textura del producto. La asociacion entre agua y proteina puede ser afectada por la estructura de la
matriz proteica, especialmente el tamafio de poro (Tulbek et al., 2016; Galvez—Mariscal et al., 2023).

La CRA de proteinas se mide en g agua/ g proteina cuando una proteina en polvo se equilibra
con vapor de agua e indicar la cantidad de ésta que se necesita para retener agua en contra de la
gravedad. La CRA ocurre a través de una combinacién de interacciones ion-dipolo, dipolo-dipolo y
dipolo—dipolo inducido, ademds de interacciones hidrofdbicas; por lo tanto, la composicién de
aminodcidos de las proteinas es determinante para la CRA, debido a que las moléculas de agua se
enlazan con grupos peptidicos, grupos cargados, amida, hidroxilo y residuos no polares. Para proteina
de chicharo se han reportado valores de CRA de ~4.0 g-g? (Lam et al., 2018; Gélvez—Mariscal et al.,
2023).

1.2.4.3. Capacidad Emulsificante

La capacidad emulsificante es una de las propiedades mas importantes de las proteinas como
ingredientes alimentarios (Liang & Tang, 2013). Las propiedades emulsificantes de las proteinas
poseen una baja correlacién con la hidrofobicidad superficial debido a que estas propiedades estan
mas relacionadas con la capacidad de las proteinas para reducir la tensién superficial en la interfaz
aceite—agua, por resulta mas importante considerar la flexibilidad molecular de la proteina, ya que
necesita hacer contacto con las fases aceite—agua, y adaptarse rapidamente en la interfase (Badui-
Dergal, 2013). Esta propiedad, ayuda a retrasar la coalescenciay la floculacién. Un balance adecuado
entre hidrofobicidad e hidrofilicidad en las proteinas es necesario para una buena adsorcion, debido
a que ésta usualmente ocurre en dos etapas; en la primera, las proteinas migran y se conectan a la
interfase agua/ aceite; debido a su naturaleza hidrofilica la proteina puede migrar a la interfase
independientemente de su solubilidad; una vez ahi, las zonas hidrofébicas en la superficie de la
proteina promueven la adsorcién; en la segunda etapa, se presenta un reacomodo estructural en el
cual las proteinas se desnaturalizan parcialmente y se reordenan para que la parte hidrofilica esté en
contacto con la fase acuosa, mientras que la parte hidrofébica permanece en contacto con la fase
lipidica.

Las propiedades emulsificantes de las proteinas de chicharo estan basadas en su naturaleza
anfifilica. Este reorganizacién de las moléculas de proteina permite la formacidén de una pelicula
viscoeldstica en la capa interfacial que estabiliza la dispersion de las gotas a través de una repulsién
electrostatica e impedimento estérico (Burger & Zhang, 2019). Las proteinas de chicharo poseen
excelentes propiedades emulsificantes en mezclas aceite/ agua; poseen una menor capacidad
emulsificante a valores de pH cercanos a su punto isoeléctrico y una mejor a pH>7 (Lu et al., 2020).
De las proteinas de chicharo, vicilina exhibe mayor estabilidad emulsificante, lo que puede ser
atribuido a su estructura flexible y relativamente bajo peso molecular en comparacién con legumina
y globulina. Es importante mencionar que las propiedades emulsificantes de las proteinas de chicharo
varian enormemente debido a su composicién, ya que la relacion vicilina/ legumina puede incidir
directamente sobre la capacidad emulsificante (Liang & Tang, 2013).
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1.2.4.4. Capacidad de formacidn de geles

La capacidad de formacion de geles con proteinas globulares es relevante para el desarrollo
de textura en productos alimenticios. Un gel se define como un sistema disperso con al menos dos
componentes en los cudles el agente disperso puede formar una red cohesiva tridimensional bien
definida compuesta de moléculas de proteinas integradas dentro de un solvente acuoso y estd
caracterizado por la carencia de fluidez y deformabilidad eldstica. La gelacién proteica puede ser
inducida por tratamientos térmicos, quimicos, fisicos, enzimaticos, o por cizallamiento, aunque, la
mayoria de los geles proteicos alimenticios se forman a través de un tratamiento térmico. La gelacién
de proteinas globulares ocurre en dos etapas: cambio conformacional o desnaturalizacion parcial de
proteinas y una asociacion gradual o agregacién en una estructura tridimensional que atrapa agua,
grasa y otros ingredientes alimenticios (Lam et al., 2021). La gelacion de la proteina de chicharo
ocurre cuando grupos funcionales, como sulfhidrilos, son expuestos al desplegarse la estructura; asi,
se forman agregados irreversibles a través de puentes disulfuro, puentes de hidrdégeno, interacciones
hidrofdbicas y/o fuerzas de Van der Waals (Asen et al., 2023).

La habilidad de las proteinas para formar geles es evaluada como la minima capacidad de
gelacion (LGC, por sus siglas en inglés), que es la menor concentracion de proteina requerida para
formar un gel autosuficiente. Una proteina con menor LGC indica una mejor habilidad de formacion
de geles. Cuando la proteina de chicharo es calentada por encima de la temperatura de
desnaturalizacion, se presenta una expansion parcial de la misma; que contribuye a exponer sitios de
interaccidén y promueve la formacion de interacciones intermoleculares, que eventualmente llevan a
la acumulacion de agregados proteicos para formar una gel de red espacial (Shanthakumar et al.,,
2022). Los geles de proteina de chicharo han sido descritos como firmes vy flexibles, o débiles,
dependiendo del tipo de producto al que contribuya. Se ha reportado que la proteina aislada de
chicharo (PACh) posee un LGC de 20 -23%, dependiendo del tipo de cultivo, método de extraccion,
solubilidad, presencia de otros componentes (carbohidratos, lipidos y fibra), heterogeneidad de la
proteina y porcentaje en la composicién de las subunidades proteicas. La vicilina posee mejores
propiedades gelificantes que la legumina, por lo que una alta proporcion de esta subunidad en un
aislado de proteina de chicharo redundard en una mejor capacidad gelificante; mientras tanto,
prolaminas y gluteninas, se auto ensamblan como una red de gel al hidratarse (Asen et al., 2024).

1.2.5.Aplicaciones de proteina aislada de chicharo como ingrediente alimenticio

Las proteinas vegetales, especialmente de chicharo, han ganado protagonismo en el
desarrollo de nuevos productos alimentarios por diversas razones incluyendo su bajo costo,
percepcién como productos saludables, disponibilidad, sustentabilidad ambiental y propiedades
tecnoldgico—funcionales apropiadas. La proteina de chicharo se ha reportado como la proteina
vegetal mas apropiada y la mas popular para reemplazar las proteinas animales debido a su
rentabilidad y escasos efectos adversos a la salud y al ambiente (Asen et al., 2023).

Los ingredientes elaborados a partir de la proteina de chicharo (harina, concentrado proteico
y aislado proteico) pueden ser utilizados en diferentes alimentos procesados incluyendo productos
horneados fortificados, mezclas proteicas (mezclas legumbres—cereales), bebidas proteicas vy
productos de proteina texturizada como snacks altos en proteina, productos carnicos y analogos de
carne (Daba & Morris, 2022). Se ha reportado a PACh como una posible alternativa para producir
peliculas comestibles y biodegradables, exhibiendo baja permeabilidad de oxigeno y vapor de agua,
excelentes resistencia a la traccién y apariencia aceptable (Shanthakumar et al., 2022). También se
ha utilizado como materiales de barrera para microencapsulacion.
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Se ha propuesto el uso de proteinas de chicharo como ingrediente en productos cdrnicos,
por su capacidad para ligar agua y formar geles; se ha explorado su uso como aglutinantes, rellenos
y mejoradores tecnoldgico—funcionales, aunque se han reportado problemas con sabor y sensacion
en boca, los cuales influyen negativamente en los atributos sensoriales de la carne procesada (Asen
etal, 2023; Tulbek et al., 2016). Las proteinas de chicharo se han empleado también en la elaboracién
de productos extruidos de alta humedad para simular productos carnicos.

Asimismo, ha habido interés por utilizar ingredientes de leguminosas para enriquecer
nutricionalmente a productos de panificacién (pan blanco, muffins, pasteles) y otros productos de
cereales (como tortillas) buscando una mejora en su perfil de aminodacidos esenciales, sirviendo
también como fuente de folato y como sustituto de posibles fuentes de alérgenos (huevo, soya); la
inclusion de proteina de chicharo estos productos puede también mejorar su textura y estructura,
aunque altas tasas de sustitucidn pueden generar masas débiles y productos finales duros y
compactos (Shanthakumar et al., 2022; Parihar et al., 2021). La PACh también se ha usado como
fortificante en pastas, sin afectar su textura o sabor y reduciendo la tasa de liberacién de glucosa
(Shanthakumar et al., 2022).

Un grupo de productos donde la PACh ha encontrado aplicaciones de interés son los lacteos.
Asi, se ha reportado la preparacion de alternativas de yogurt a base de proteinas vegetales utilizando
hasta 10% de PACh, aunque mayores concentraciones pueden afectar sus atributos sensoriales, pues
puede incrementar su acidez y tasa de sinéresis y debilitar la estructura del gel (Asen et al., 2023). Se
han fermentado formulaciones de mezclas de proteina bovina y PACh a base de bacterias
acidoldcticas vy levaduras, resultando en aromas lacteos, lo que resulta promisorio para su uso en
otros productos lacteos fermentados, como los quesos (Boukid et al.,, 2021). También se ha
encontrado que formulas infantiles enriquecidas con proteina de chicharo y proteina de suero (50%-
50%) obtuvieron un grado de hidrdlisis similar y bioaccesibilidad de aminoacidos igual a una
formulacion de 100% de proteina de suero. Genet et al. (2023) mencionan que las proteinas de
chicharo y sus fracciones han despertado un gran interés reciente para la elaboracion de quesos
hibridos, generalmente mediante tratamientos térmicos intensos (80-95°C, 20-60 min), explorando
también la influencia del pH y de tratamientos enzimaticos para incrementar las interacciones
interproteicas y mejorar la formacién del gel; en general, se han observado cambios en las
propiedades reoldgicas y texturales, en la temperatura de gelificacion y en la tasa de acidificacion de
los productos hibridos con PACh; pretratamientos selectos de proteinas de chicharo pueden mejorar
su solubilidad y las interacciones entre proteinas de chicharo y caseinas, reduciendo las implicaciones
negativas que puede conllevar la formacion de redes independientes de estas proteinas (ver Figura
1.2). Los principales tratamientos para modificar proteinas de chicharo se describen a continuacién.

1.2.6.Modificacién de proteinas de chicharo

Los ingredientes de proteina de chicharo como PACh pueden alterar la apariencia, textura,
sabor, color y flavor de los alimentos; su aplicacién en productos alimenticios sigue siendo un reto
debido, a su baja solubilidad, ademads de su sabor a frijol, textura arenosa y la sensacién de que
algunos grumos pueden adherirse a la garganta durante la deglucién. Para superar estas desventajas,
estudios recientes han explorado algunos métodos de modificacion quimicos, enzimaticos, fisicos,
individuales y combinados (Gao et al.,, 2022; Shen et al., 2022; Ge et al., 2020), que pueden
incrementar la flexibilidad proteica y mejorar sus propiedades de superficie, digestibilidad vy
aceptabilidad sensorial por los consumidores y su interaccion con otros ingredientes (Asen et al.,
2023).
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1.2.6.1. Métodos quimicos
1.2.6.1.1. pH

Entre los tratamientos quimicos, la modificacién inducida por cambio de pH es un método
simple y tradicional, ampliamente utilizado para modular las propiedades de proteinas animales y
vegetales; dicho tratamiento consiste en someter una dispersién de proteina a condiciones de pH
extremas alcalinas o dcidas, y después a un pH neutro, lo que permite a la proteina experimentar un
despliegue parcial, y después replegarse para obtener propiedades superficiales Unicas (Ge et al,,
2020; Jiang et al., 2017). Una desnaturalizacidn parcial, sin llegar a la insolubilizacion, puede mejorar
las propiedades interfaciales de proteinas al aumentar su flexibilidad molecular, hidrofobicidad
superficial y potencial zeta, parametro que mide la carga superficial proteica y, por ello, la magnitud
de atraccién o repulsién electrostatica (Galvez-Mariscal et al., 2013); se ha observado que la tensién
interfacial de las proteinas de leguminosas puede ser menor a un pH alcalino que a uno neutro, lo
que contribuye a una estructura proteica mas abierta en la interfase (Burger & Zhang, 2019). Este
procedimiento se ha aplicado para mejorar las propiedades funcionales de proteinas de chicharo,
incluyendo su capacidad emulsificante (Ge et al., 2020; Jiang et al., 2017) y su habilidad para formar
hidrogeles (Zhu et al., 2021), propiedades relevantes para la produccion de productos coagulados
tipo queso.

1.2.6.1.2. Conjugaciones con polisacaridos

Algunas propiedades funcionales de la PACh como CRA y capacidad emulsificante que se ven
afectadas por su escasa solubilidad pueden mejorarse por la formacién de un conjugado proteina—
polisacdrido a través de la reaccion de Maillard. Esta conjugacién ayuda a formar enlaces covalentes
entre estos polimeros a través de la condensacién del grupo carbonil y e-amino (Shen et al., 2022). El
polisacdrido empleado es hidrofilico, por lo que la solubilidad y algunas propiedades tecnoldgico-
funcionales pueden mejorarse, especialmente alrededor del pl de la proteina; ademas, la
condensacién ayuda a mejorar la estabilidad térmica y a eliminar sabores indeseables de la proteina
de chicharo (Shen & Li, 2021; Zha et al., 2019). En este sentido se ha reportado la formacién de
conjugados de proteina de chicharo con goma ardbica, pectina, alginato, propilenglicol vy
polisacdridos de soya, los cudles han demostrado mejorar la emulsificacién, propiedades
espumantes, solubilidad y estabilidad térmica de la proteina (Shen et al., 2022, Shen & Li, 2021; Zha
et al., 2019).

1.2.6.2. Métodos enzimaticos

Un método de modificacién enzimatico se considera mas eficiente que una modificacion
guimica o fisica. En comparacion con las modificaciones quimicas, las reacciones enzimaticas en
proteina de chicharo pueden tener ventajas como la especificidad hacia los sustratos, pocas
reacciones secundarias, condiciones de tratamiento moderadas y facilidad de control. Las reacciones
enzimaticas desarrolladas son de naturaleza proteolitica y, tipicamente, incrementan el nimero de
grupos ionizables y exponen los grupos hidrofébicos originalmente ocultos en el centro de la proteina
qgue pueden mejorar propiedades tecnoldgico-funcionales de PACh (Shanthakumar et al., 2022; Lu et
al., 2020). Las enzimas hidroliticas empleadas incluyen tripsina, papaina, pepsina y otras proteasas
comerciales cuya actividad depende del tipo de enzima, la naturaleza del sustrato proteico, la
proporcion entre enzima y volumen de sustrato, las condiciones de proceso (pH, temperatura y
presién), y la presencia o ausencia de inhibidores proteoliticos. Se ha observado que la hidrélisis
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enzimatica de PACh puede mejorar caracteristicas tecnoldgicas selectas; por ejemplo, las
dispersiones de esta proteina tienden a ser tiende a ser altamente viscosas a altas concentraciones,
por lo que la hidrdlisis puede adelgazarlas, aumentando su solubilidad a pH 4acido, hidrofobicidad,
capacidad de emulsificacion y espumado. Asimismo, la protedlisis puede ayudar a reducir la cantidad
de alérgenos potenciales y a mitigar algunos sabores amargos indeseables (Wu et al., 2023).

1.2.6.3. Fisicos
1.2.6.3.1. Calor

Los tratamientos térmicos son los procesos fisicos mas comunes utilizados en la industria
alimentaria para cambiar la estructura de las proteinas a través de una desnaturalizacion térmica,
fomentando interacciones proteina-proteina. La desnaturalizacidon expone residuos inicialmente no
disponibles para reaccionar por estar dentro de la proteina, promoviendo una subsecuente
agregacion causada por diferentes interacciones moleculares que posiblemente involucran enlaces
no covalentes y/o covalentes. Sin embargo, la elevacién de temperatura usualmente causada por
dichas interacciones puede provocar una reduccion en la solubilidad debido a cierto grado de
agregacion proteicay precipitacion. Generalmente, la solubilidad de proteina de chicharo incrementa
con el aumento de temperatura de 0-50°C hasta alcanzar una temperatura en que interacciones
débiles como puentes de hidrogeno se desestabilizan, y las estructuras secundaria y terciaria
desaparecen (Lam, et al., 2018). Sin embargo, también se demostrado que la solubilidad de PACh
puede disminuir de manera significativa al someterse a tratamientos térmicos; aunque, se ha
encontrado que exhibe mejor estabilidad de cremado y capacidad emulsificante, pero no una buena
capacidad espumante. Asimismo, se ha demostrado que los geles de PACh manufacturados por calor
pueden presentar caracteristicas texturales inadecuadas. El tipo y composicién de las proteinas
utilizadas, y los diferentes procedimientos térmicos de cada estudio pueden afectar el desarrollo de
dichas caracteristicas (Ge et al., 2020; Mession et al., 2015).

1.2.6.3.2. Alta presidon hidrostatica

El procesamiento por alta presién hidrostética (HPP, por sus siglas en inglés) es una técnica
no térmica para procesar alimentos, que se utiliza para inactivar bacterias deteriorativas y patdégenas
con el menor efecto en las propiedades sensoriales de los alimentos. La presién aplicada (100-800
MPa) y el tiempo de proceso depende del tipo de producto tratado. Se ha utilizado para inactivacion
enzimatica y microbiana, modificaciones fisica (textura, color, propiedades reoldgicas) y modulacion
de propiedades tecnoldgicas (CRA, emulsificacidon, espumado, etc). HPP afecta a las interacciones
hidrofdbicas y electrostaticas, a los puentes de hidrégeno y a otras interacciones que resultan en una
reduccion en el volumen molecular (Ma et al., 2024).

En cuanto a las proteinas, HPP incrementa su hidrofobicidad y modifica su solubilidad por su
habilidad para exponer grupos sulfhidrilo por desnaturalizacién proteica, lo que puede promover la
formacién de interacciones proteina—proteina, su coagulacién y una posible mejora en su
termorresistencia y en propiedades funcionales selectas (Asen et al., 2023). Asi, algunas proteinas
son capaces de formar geles de manera espontdnea tras el tratamiento, si sus concentraciones son
lo suficientemente altas (Ma et al., 2024). Diversos trabajos recientes exploraron la influencia de
diversas variables de proceso de HPP (presién, tiempo) y caracteristicas del sistema (pH,
concentracion proteica) sobre la formacién de geles (Zhang et al., 2023b, Sim et al., 2020),
emulsiones (Queiros et al., 2023) y espumas (Chao et al., 2018) con concentrados y aislados de
proteina de chicharo.
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1.2.6.3.3. Ultrasonido de alta intensidad

El procesamiento ultrasénico es un método fisico que se considera una alternativa
emergente rapida, eficiente, promisoria, tecnoldgicamente practica y confiable para mejorar la
calidad de los alimentos y bebidas, con el potencial de desarrollar nuevos productos con
funcionalidad unica; por ello, su aplicacién en la industria alimentaria ha despertado gran interés
recientemente (Gharibzahedi & Smith, 2020; Xiong et al., 2018).

Esta tecnologia se divide en dos categorias basicas: de alta frecuencia y baja intensidad (100
kHz—1MHz, potencia<l W-cm™?), que se emplea con fines de diagndstico y para el andlisis no
destructivo de muestras; y de baja frecuencia y alta intensidad (UAI) (16—100 kHz, potencia 10-1000
W-cm™), que ha sido el mas explorado en la industria alimentaria en tiempos recientes debido a su
potencial para modificar la estructura de las matrices alimentarias.

Los efectos del UAI se deben a la cavitacion acustica, donde ondas que promueven ciclos de
crecimiento y contraccién de microburbujas pre—existentes, que implosionan violentamente al
alcanzar el radio maximo relativo en el medio liquido bajo el campo ultrasénico; la implosion genera
incrementos localizados instantaneos de temperatura (5000 K) y presion (>30 MPa) y efectos
mecdanicos como cizallamiento mecdnico, ondas de choque, turbulencias y micro corrientes que, en
conjunto, inducen rompimiento y/o reestructuracién de polimeros (Martins Strieder et al., 2019) que
a su vez promueven cambios fisicos, quimicos y térmicos en los sistemas tratados (Chen et al., 2022;
Gharibzahedi & Smith, 2020)

El UAI se aplica mediante procesadores ultrasénicos, que son dispositivos capaces de generar
ondas ultrasdnicas a través de un transductor que convierte energia eléctrica a mecanica y de ahi a
ultrasodnica. Estos dispositivos se elaboran con instrumentos inteligentes que responden a estimulos
externos como campos eléctricos y magnéticos, cambios de temperatura y/o humedad de manera
controlada. En la aplicacién del proceso de UAI, los materiales piezoeléctricos se consideran
importantes, pues tienen la capacidad de producir potencial eléctrico bajo estrés mecanico (Zhang
et al., 2018; Gallego-Judrez, 2017). Existen dos equipos basicos de UAI: el de bafio y el de sonda; en
el primero, la energia ultrasénica generada se aplica de manera indirecta, dado que los transductores
se encuentran en contacto con la base de un tanque que contiene el liquido de transmision del UAI,
mientras que, en el segundo, una sonda (sonotrodo) conectada al transductor se introduce
directamente en el fluido a procesar (Arroyo & Lyng, 2017), por lo que resulta mas eficiente, debido
a gque ésta se pone en contacto directo con el alimento. Cada sonotrodo tiene una geometria
especifica para distintas aplicaciones (Marques Silva & Sulaiman, 2017).

Diversos parametros permiten evaluar la eficiencia del proceso UAI para convertir energia
eléctrica a ultrasoénica.

e Frecuencia del campo eléctrico aplicado (f) [Hz], pardmetro que expresa el periodo de tiempo

[s] de un ciclo (f=1-s1), es decir, el nimero de ondas por segundo (Kentish, 2017; Watson et

al., 2017). La frecuencia posee un rol importante en la sonicacién, dado que, si es baja, un

gran numero de compresiones y rarefacciones suceden en ciclos mas largos, retrasando la
fase de colapso debido a que las burbujas crecen mas, permitiendo una cavitacién mas
efectiva. La frecuencia entonces estd inversamente relacionada con la potencia acustica.

e Amplitud de la vibracidn (A), que generalmente es de 25 um (pico a pico) en la superficie del
transductor (Savun-Hekimoglu, 2020; Kentish, 2017). Una amplitud alta genera una mayor
energia mecanica en el medio, e influye en el nimero de burbujas formadas.
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e Potencia de entrada o nominal [W], que es la energia eléctrica con la que se alimenta al
generador ultrasonico. La eficiencia de la transformacién de dicha energia depende no solo
del mismo equipo, sino también de distintas condiciones de proceso, asi como las
caracteristicas de la materia a tratar (Raso et al., 1999).

e Potencia acustica [W], la energia efectiva transmitida al liquido se expresa como potencia
acustica y es directamente proporcional a la amplitud de la onda [um]. Generalmente, al
incrementar la potencia se aumenta la tasa de reaccion; en consecuencia, se genera un
nudmero mayor de burbujas en la solucién, las cuales pueden formar otras mas grandes. La
potencia acustica no es lo mismo que potencial nominal, pues una parte importante de esta
Ultima se pierde como calor, por lo que se calcula mediante una calibracién calorimétrica.

e Tiempo de proceso [s], al incrementarse puede producir particulas individuales en lugar de
aglomerados, que son desintegrados. Si se presenta una mayor concentracién de particulas
en el medio, existird un mayor niumero de colisiones, por lo que se necesitard un mayor
tiempo de proceso (Asadi et al., 2019).

e Intensidad acustica (IA) [W-cm™], la sonda distribuye la vibracién ultrasénica en un area
determinada, mientras mas amplia sea ésta, la IA disminuye. También, se reduce a medida
gue aumenta la distancia entre el transductor y la base del recipiente, debido a la absorciéon
de las ondas sonoras por el medio; por lo tanto, es importante asegurarse de que las
muestras se coloquen siempre en una posicién idéntica (distancia de inmersién de la sonda),
y que el fluido sea uniforme en todos los experimentos (Kentish, 2017).

e Densidad energética [W-mL™], es la relacidn entre la potencia acustica con el volumen del
medio, obteniendo asi la energia acustica especifica es decir la cuantificaciéon de energia
proporcionada por unidad de volumen. Mientras mayor sea, mayores seran los efectos
mecanicos (Savun-Hekimoglu, 2020).

e Coeficiente de energia especifica [Ws-mL?], es esencial para facilitar los calculos de
escalamiento de procesos; la energia aplicada en el procedimiento depende de la potencia
acustica, del tiempo de proceso y volumen de muestra; dado que el volumen varia con la
presion y la temperatura; otra manera de expresarlo es en funcién de la masa [Ws-g?]
(Martins Strieder et al., 2019).

En comparacion con métodos tradicionales térmicos, el UAI puede representar mejoras
importantes en rendimiento, tasas de procesamiento mas rapidas, mejor calidad y funcionalidad de
alimentos procesados, una favorable conservacion de constituyentes termoldbiles, mejor costo-
beneficio y menor energia de consumo, ademas de una implementacion y operacién sencilla, con
minimo potencial de contaminacién del equipo; por lo anterior, el UAI ha sido seleccionado para la
modificacion de la funcionalidad de algunos polimeros (Gao et al., 2022).

1.2.7.Aplicaciones del UAI para el procesamiento de proteinas alimentarias

Las altas fuerzas de impacto relacionadas con la cavitacion ultrasénica ayudan a reducir el
tamafio de agregados proteicos y a alterar la estructura molecular de las proteinas (Jiang et al., 2017).
Se cree que dichas fuerzas de cizalla pueden perturbar las interacciones disulfuro intermoleculares
electrostaticas e hidrofdbicas no covalentes, y romper puentes de hidrogeno; lo que lleva a la
exposicion de grupos hidrofilicos de aminodcidos y al despliegue parcial de las proteinas, modificando
su estructura, e incrementando su area de contacto con el agua (Zhao et al., 2024; Gao et al., 2022).
De este modo, se ha demostrado que el UAI puede convertir la estructura original proteica rigida en
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una mas flexible, mejorando sus propiedades funcionales (Chen et al.,, 2022), especialmente la
solubilidad (Zhao et al., 2024), ya que también puede reducir agregados moleculares grandes a unos
de menor tamafio optimizando su interaccién con el agua (Gao et al.,, 2022). Adicional a esto, la
reduccién del tamafio de particula puede incrementar la tasa de adsorcidén de la proteina en la
interfaz agua/aceite, mejorando su capacidad emulsificante (Jiang et al., 2017).

Por otra parte, se han observado algunas limitantes del UAI para el tratamiento de proteinas,
ya que su aplicacion a condiciones no éptimas -especialmente altos niveles de potencia o tiempos
prolongados de sonicacion- pueden generar inducir la formacion de radicales libres altamente
reactivos formados a través del rompimiento de enlaces covalentes de las moléculas de agua,
formando radicales H*y OH", e incluso produciendo H,0,. Algunos autores han propuesto que elegir
una baja frecuencia ultrasonica para aplicar el procedimiento puede minimizar las reacciones dafiinas
entre los radicales libres generados por el UAl y los componentes alimenticios. Acorde a esto, existe
una necesidad de encontrar modelos practicos para optimizar los parametros de operacion (tiempo,
temperatura, intensidad o potencia aplicada, frecuencia y amplitud) (Chen et al., 2022).

En la aplicacién de UAI a proteinas vegetales, se ha encontrado que afecta a la estructura
terciaria en mayor medida que la secundaria, debido a que los residuos de triptéfano, contenido de
sulfhidrilos, enlaces disulfuro e hidrofobicidad en la superficie son indicadores esenciales de la
estructura terciaria y son los principales afectados, aunque se ha sugerido que los efectos de UAIl en
la estructura secundaria dependen de diferentes factores como el tipo de proteinas, el estado de
agregacion original de las proteinas, el grado de desnaturalizacion de las proteinas y los pardmetros
de proceso (Chen et al., 2022). Se ha indicado que el UAI afecta la funcionalidad de las proteinas de
leguminosas modificando el nimero de grupos sulfhidrilo libres; aunque, también puede asumirse
que la formacién de H,0; en burbujas de gas durante la sonicacion puede formar nuevos enlaces S—
S (Gharibzahedi & Smith 2020), debido a que los grupos libres sulfhidrilo en las moléculas de proteina
pueden ser oxidados. Algunos mecanismos involucrados en el incremento de grupos SH™ libres a
diferentes tiempos e intensidad de UAI incluyen la formacion de grupos SH™ por cavitacion asistida,
reduccion de enlaces S-S y el incremento de la exposicidon a superficie de grupos SH™ por el
desdoblamiento de las moléculas de proteina afectados por las ondas de cizalla del UAI.

El UAI ha sido estudiado para modificar propiedades tecnoldgico-funcionales de proteinas
vegetales como las de chicharo, aunque el efecto del UAI sobre la funcionalidad de PACh aun no estd
completamente elucidado (Gao et al., 2022; Jiang et al., 2017). Se ha reportado que la PACh tratada
con UAI presenta una tensién interfacial reducida, y esto se ha correlacionado con la formacion de
emulsiones de menor tamafio de particula; aun asi, existen algunos desacuerdos en cuanto a los
efectos de la hidrofobicidad en la superficie, ya que la literatura concuerda con que una mayor carga
en la superficie y una menor tension interfacial pueden incrementar las propiedades de superficie de
la proteina de chicharo (Burger & Zhang, 2019).
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2. Metodologia

2.1. Plan de Investigacion
De acuerdo con los objetivos descritos, se planted el siguiente plan de investigacion, dividido en
cuatro etapas, que se resumen graficamente en la Figura 2.1 y se detallan a continuacion.

ETAPA | — Pruebas preliminares

Para asegurar que la solubilidad en agua de la proteina aislada de chicharo empleada en este
proyecto fuese comparable a la reportada en la bibliografia, se prepararon dos dispersiones (3,5 g
de proteina por 100 mL agua) a las cuales se les ajusté el pH a condiciones alcalinas (pH 12) y, tras un
periodo de reposo, se reajustaron a pH neutro (pH shifting); seguido de esto, ambas dispersiones se
sometieron a un proceso ultrasénico de alta intensidad (UAI) (O, 3 y 6 min). Se evalud la cantidad de
proteina soluble por triplicado empleando el método de Bradford y se eligié la proporcion de proteina
y el tiempo de proceso UAI a emplearse en el resto del proyecto.

ETAPA Il — Pruebas predictivas en sistemas modelo mixtos

Se elaboraron geles mixtos de leche entera bovina (LEB) y PACh ultrasonicada al tiempos
seleccionado en la Etapa | en razones especificas de leche: PACh (4:1, 3:1). A través de la evaluacion
de propiedades predictivas selectas (CRA, FG) se eligieron la(s) razén(es) LEB: PACh a usarse para la
fabricacién y evaluacion de productos coagulados.

ETAPA Ill — Elaboracion y evaluacion de productos coagulados mixtos

Se elaboraron Productos Coagulados Mixtos (PCMs) de con mezclas LEB: PACh ultrasonicada,
en las razones elegidas en la Etapa Il. La manufactura se llevd a cabo mediante el procedimiento
estandar de elaboracién de queso panela convencional; después, se evaluaron las diferencias en
parametros de manufactura como pH de desuerado, tiempo de coagulacién, rendimiento verde,
volumen y FTIR de suero, y FTIR de las mezclas. También se midieron propiedades fisicoquimicas
selectas, incluyendo Analisis de Perfil de Textura (TPA), suavidad instrumental, colorimetria
instrumental y sinéresis durante los dias 1, 7 y 14 de almacenamiento refrigerado. Todos los
pardmetros y pruebas se compararon con un queso panela (control).

ETAPA IV — Andlisis sensorial descriptivo de textura de PCMs

Se conformd y entrend un panel sensorial, seleccionando a sus miembros mediante pruebas
preliminares; tras entrenarse con una escala descriptiva cuantitativa basada en referencias
especificas basadas en el método Spectrum®, el panel evalud los PCMs elaborados en la Etapa I,
describiendo pardmetros texturales selectos (dureza, cohesividad, fuerza de compresion vy
adhesividad).
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1.Materiales

Para la primera etapa se empled un Kit del Método de Bradford ABP Biosciences® (Rockville,
Maryland, EE. UU.) el cual también incluia albumina bovina sérica (BSA) como proteina estandar.
Todos los experimentos se realizaron con leche entera cruda bovina adquirida con un proveedor local
(Chipilo, Puebla, México), transportada a T<6°C, mantenida en refrigeracién (4°C) hasta su utilizacién
y procesada el mismo dia. Se empled PACh con 85% de concentracién proteica marca Clarity® (NBD
Proteins, Ledn, Guanajuato, México); la composicion promedio del aislado de acuerdo con la ficha
técnica del fabricante se presenta en la Tabla 2.1. Para el ajuste de pH de la PACh (pH shifting) se
empled hidroxido de sodio (NaOH) 1N vy &cido clorhidrico (HCI) 1N grado reactivo (Hycel®, Zapopan,
Jalisco, México). Para la manufactura de PCMs y quesos se utilizd cuajo microbiano liquido
estandarizado Cuamix® (Chr. Hansen de México, Cd. de México, México), cloruro de calcio grado
alimenticio (Medinatural®, Puebla, México), sal yodada (Great Value®, Cd de México, México) y agua
purificada baja en sales Epura® (GEPP, Cd de México, México).

Tabla 2.1. Composicion porcentual de PACh.
Componente = Contenido (g por 100 g)

Proteina 86.2
Grasa 3.1
Carbohidratos 3.0
Azlcar 0.5
Fibra 0.3
Minerales 1.3
Agua 5.6

2.2.2.Métodos
2.2.2.1. ETAPA | Pruebas preliminares

El contenido de proteina soluble después de cada pretratamiento se determiné con base en
lo reportado por Jiang et al., (2017). Se elabord una curva patrén (ver 2.2.2.1.1) utilizando BSA como
referencia; posteriormente, se realizaron dispersiones de PACh al 3 y 5% por triplicado de acuerdo
con los rangos de concentracidon reportados por liang et al. (2017) y Mazinani et al. (2020),
respectivamente, las cuales recibieron pretratamientos distintos para mejorar su dispersabilidad y se
compararon con controles, los cuales fueron 3, 5% PACh sin pretratamientos, Unicamente siguiendo
el apartado 3.2.2.4. Los pretratamientos aplicados fueron pH shifting, pH shifting + 3 min de UAl y pH
shifting + 6 min de UAI empleando las condiciones de proceso descritas mas adelante en esta misma
seccion (ver 2.2.2.1.5. y 2.2.2.1.6.). Una vez que todas las muestras se hubiesen pretratado, se
centrifugaron (ver 2.2.2.1.8.), se midié el volumen del sobrenadante y se realizaron soluciones a
concentraciones apropiadas para que la absorbancia coincidiera en el rango del estandar después de
haber agregado el colorante empleado en la prueba de Bradford. Finalmente, se calculé el porcentaje
de proteina solubilizada sustituyendo la absorbancia determinada en el sobrenadante en la ecuacién
de la curva patron elaborada.

44



2.2.2.1.1. Construccién de curva patrén
Se utilizd BSA como estandar, la cual se diluyd a concentraciones especificadas por el
fabricante (0-2000 mg-mL™); se elaboraron 9 diluciones a las cuales se les midié la absorbancia
(2.2.2.1.2.) en alicuotas de 30 mL por duplicado después de haber sido agitadas (2.2.2.1.3.). Se
realizaron dos réplicas y a partir de estos datos, se construyé una curva patréon de concentracion de
BSA (mg-mL?) vs Absorbancia.

2.2.2.1.2. Método de Bradford
A cada dilucién se afiadieron 1.5 mL de azul Comassie G-250, se agitaron (ver seccién
2.2.2.1.4) y posteriormente se midio la absorbancia en un espectrofotometro UV Visible Thermo
Scientific Serie GENESYS 10S (Madison, Wisconsin, EE. UU.) a una longitud de onda de 595 nm.

2.2.2.1.3. Agitacién con vortex
Las muestras se agitaron de modo continuo en un agitador vortex modelo Vortexer
multipropdsito HS-120209 Heathrow Scientific (Viresa, Ciudad de México, México) a 1000 RPM por
30 s a temperatura ambiente (20°C).

2.2.2.1.4. Agitacion magnética
El volumen de dispersion o mezcla se agité a 630 RPM a temperatura ambiente (20 °C) por
30 min en un agitador de placas calefactoras de cerdmica Cimarec+® (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EE. UU.) empleando un vaso de precipitados de vidrio de acuerdo con el volumen
utilizado en cada etapa.

2.2.2.1.5. pH shifting
El ajuste de pH se realizd con base en la metodologia sugerida por Yang et al. (2022)
empleando un potencidmetro de banco WPA CD 510 (Kwai Chung, Hong Kong). La estructura de la
PACh se modificd mediante un tratamiento de pH alcalino, en el cual, la dispersién se mantuvo en
agitacion a las condiciones mencionadas anteriormente (ver seccién 2.2.2.1.4); después fue titulada
a pH 12 con NaOH 1 N; la dispersion alcalina se mantuvo a temperatura ambiente por 1 h para inducir
un despliegue parcial. Subsecuentemente, el pH fue ajustado al inicial (~7.4) con HCI 1 N.

2.2.2.1.6. UAI
El tratamiento de UAI se llevd a cabo con base en lo descrito por Oliveira et al. (2020) y
Gallegos-Pineda (2015) empleando un procesador ultrasdnico de alta intensidad y baja frecuencia
(24 kHz) Hielscher UP400S (Teltow, Alemania) con sonda de titanio de 22 mm de didmetro (H22L2D,
amplitud maxima de 100 mm) y una potencia de salida de 400 W, manteniendo la temperatura del
sistema en el rango de 20+2°C. El sonotrodo se sumergié a una profundidad de 2.3 cm en 2 L de
dispersion de PACh contenida en un vaso de precipitado de 3 L.

2.2.2.1.7. Calibracién calorimétrica del UAI
Para determinar la potencia efectiva de los tratamientos se utilizdé el mismo procedimiento
descrito en la seccién anterior por duplicado, utilizando 273 g de dispersion de PACh (5%) pretratada
con pH como se indica en el apartado 3.2.2.5.; se empled un vaso de precipitados de vidrio de 600
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mL, el procedimiento se realizé tomando en cuenta las condiciones mencionadas en la seccion
2.2.2.1.6., durante 60 s. En esta determinacion no se utilizé un bafio de enfriamiento para controlar
la temperatura durante la aplicacién de UAI, sino, Unicamente se registré el incremento de la
temperatura con un multimetro digital profesional RMS Steren® (Ciudad de México, México). El
aumento inicial de temperatura (dT/dt) se determiné de la pendiente de los datos de T vs t por
duplicado. La potencia efectiva para cada uno se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

dT
P =mCp (E) (Ec. 2.1)

Donde:
P = Potencia efectiva determinada [W]
m = Masa utilizada en el tratamiento [kg]
Cp = Calor especifico de la muestra [kJ-kg*°C?]

El Cp se calculd a partir de la composicidon de la dispersion de PACh (5%) con base en la
composicién reportada por el fabricante, con las ecuaciones de Choiy Okos (Gallegos-Pineda, 2015):

n (Ec. 2.2)
Cp = Z . CpiXi
1=

Donde:
Cp:: Calor especifico del componente i
Xi: Fraccién peso del componente i

Los calores especificos para los componentes de la dispersion se determinaron con las
siguientes férmulas cuadraticas, utilizando la temperatura promedio (T) de todos los tratamientos:

Proteina ¢, = 2.0082 +1.2089 x 1073T — 1.3129 x 107°T*?

Grasa ¢, = 1.9842 + 1.4733 x 1073T — 4.8008 x 107°T*>

Lactosa ¢, = 1.5488 + 1.9625 x 1073T — 5.9399 x 107°T*?

Cenizas ¢, = 1.0926 + 1.8896 x 1073T — 3.6817 X 107°T*?

Agua cp =4.1762 —9.0864 X 107°T + 5.4731 x 107672
2.2.2.1.8. Centrifugado

Se realizd a 4500 RPM a 15°C por 16.5 min, con 2 rampas de 2 min al inicio y final del proceso,
empelando un equipo Hettich 320R (Massachusetts, E.U.A.) con base en la metodologia reportada
por de Oliveira et al., (2020), con modificaciones. Mediante las Ecuaciones. 2.3y 2.4 se adaptaron las
condiciones reportadas en bibliografia a las del equipo empleado en este proyecto. El procedimiento
se llevd a cabo para separar las muestras y obtener un volumen de sobrenadante.

9 (Ec. 2.3)
VR =
\/T' x 1.118 x 10-5
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VRXVCXtR=tC (Ec. 2.4)

Donde:

VR = Velocidad reportada [RPM]

g = Fuerza centrifuga relativa [g]

r = Radio del rotor [cm]

VC = Velocidad de la centrifuga utilizada en el proyecto [RPM]
tR = Tiempo reportado [min]

tC = Tiempo de proceso en el proyecto [min]

2.2.2.2. ETAPAII

Se establecid la composicion inicial de la LEB (grasa, proteina, sélidos no grasos) de acuerdo
con el valor promediado de 9 determinaciones empleando un analizador ultrasénico rapido
Lactoscan (seccion 2.2.2.2.1.). Los valores obtenidos en g por 100 g fueron: grasa 3.78 £ 0.14, proteina
2.47 +£0.05, sélidos no grasos 7.66 * 0.06, los cudles fueron considerados para el resto del proyecto.
En esta etapa se manufacturaron geles mixtos a base de mezclas de LEB y PACh pretratada mediante
un ajuste de pH (ver 2.2.2.1.5.) y tratamiento de UAI cuya potencia efectiva se determind
calorimétricamente (ver 2.2.2.1.6.). Las razones de LEB: PACh empleadas (4:1, 3:1) se definieron con
base en pruebas preliminares donde se observé que una mezcla 80% LEB, 20% dispersidon de PACh
(4:1) presentaba caracteristicas de coagulacién adecuadas mientras que una mezcla 70% LEB, 30%
PACh presentaba caracteristicas sensoriales objetables y, por tanto, se optd por explorar una
formulacion intermedia de 75% LEB, 25% PACh (3:1); también se elabord un control empleando sélo
LEB (Figura 2.2). La composicién de mezclas LEB: PACh y de LEB se muestra en la Tabla 2.2.

2.2.2.2.1. Medicién de composicién de LEB o suero
Se calculd la composicién de las muestras de LEB y/o suero por triplicado empleando el
modulo especifico en cada experiencia utilizando un analizador rédpido ultrasénico Lactoscan LA
(Nova Zagora, Bulgaria). Este equipo expresa los porcentajes de grasa, proteina, lactosa, sales
minerales y sélidos no grasos. La composicion de las mezclas se definié por un balance masico.

22222, Medicién de muestras en FTIR

Con la finalidad de identificar cambios en la estructura terciaria y secundaria de las proteinas,
se realizd el andlisis por FTIR de las muestras de mezclas 4:1y 3:1 cony sin tratamientos de pH shifting
y UAI a partir de la metodologia reportada por Omrani et al. (2020); asimismo, se midié la
composicién de los sueros obtenidos a partir de las cuajadas de dichas mezclas. Se utilizd un
espectrémetro Bruker® modelo Vertex 70 (Massachusetts, EE. UU.) en el modo de Reflectancia Total
Atenuada (ATR por sus siglas en inglés). Para el analisis se colocé una alicuota de 15 plL de cada una
de las dispersiones y se colecté el espectro dentro del rango de 4000-400 cm™ realizando 120
mediciones por muestra.
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Bovina (4 partes) (3 partes)

Adicion de 1 parte de Adicién de 1 parte de
dispersion de PACh (5%) dispersidn de PACh (5%)

,, i i

[ Precalentamiento de mezclas (32°C, 30 min) ]

[ Leche Entera J Leche Entera Bovina Leche Entera Bovina

v
[ Adicion de CaCl2 (0.05%) ]

v
[ Adicién de cuajo (150 pL/L) diluidos en agua J

purificada 1:10

i

[ Reposo (30-45 min) ]

Figura 2.2. Diagrama de elaboracion de geles mixtos.

Tabla 2.2. Composicion de LEB y mezclas de LEB:PACh*.

Comr(;;r;ente Leche entera 4:1 3:1
Proteina 2.49 2.85 2.94
Grasa 3.82 3.08 2.90
Carbohidratos 4.20 3.40 3.20
Cenizas 0.63 0.59 0.59
Agua 88.87 90.08 90.38

* La composicion de las mezclas se obtuvo por balance mdsico.

2.2.2.2.3. Preparacién de geles

Después realizar las tres mezclas diferentes (apartado 3.2.3.), a cada una se le agregé CaCl,
(0.05%) tras termizarse a 32°C; se pasteurizaron (72°C, 15 s) por lotes en un Mini Eco Pasteurizador
Milky FJ 15 (Althofen, Austria). A continuacidn, se enfriaron en recipientes de acero inoxidable,
frascos de vidrio o tubos Falcon (dependiendo de la prueba a realizar) sumergidos en un bafio de
hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente. Enseguida se adicionaron 150 mL-Lde una solucion
1:10 de cuajo microbiano liquido a cada mezcla para conseguir los codgulos mixtos, las mezclas se
guedaron en reposo (40°C) en un bafio digital Poly Science 2LS-M (Illinois, EE. UU.) por 30-45 min
segun el tiempo de coagulacién de cada una, el cual se tomd en cuenta como el tiempo desde la
adicién de cuajo hasta la formacion de fléculos de cuajada visibles en las paredes del recipiente.

48



2.2.2.2.4. Prueba de Bloom

En esta etapa se generaron 100 g de cada gel por triplicado en frascos de vidrio siguiendo lo
mencionado en la seccién 3.2.3.3. Después de que las cuajadas estuviesen formadas, se evalud
firmeza de cada uno mediante la prueba de Bloom en un texturdmetro Texture Technologies, TAXT-
Plus (Surrey, Reino Unido) con una sonda estandar de 0.5+0.001 in de didmetro y a una profundidad
de 4 mm en la superficie del gel, de acuerdo con el procedimiento oficial. La velocidad de inmersién
fue de 1 mm-s™ con una distancia de compresién de 10 mm a la muestra, la prueba se realizo a
temperatura ambiente 10+2 °C. Los resultados se expresaron como cocientes de fuerza en geles de
mezclas entre la fuerza de gel del control (LEB).

2.2.2.2.5. Capacidad de retencién de agua
Se elaboraron geles de cada mezcla por triplicado en tubos Falcon de 50 mL para medir la
capacidad de retencién de agua siguiendo el procedimiento mencionado en la seccion 2.2.2.2.3. Una
vez formada la cuajada, los tubos se centrifugaron (ver seccién 2.2.2.1.8). Enseguida se midié el
volumen de sobrenadante o desuerado empleando una probeta de vidrio de 50 mL y la composicion
del suero expelido por centrifugacion de acuerdo con la seccién 2.2.2.2.1.

2.2.2.3. ETAPAII
Se elaboraron los PCMs y queso panela como control a partir de LEB y PACh pretratada
mediante pH shifting (ver seccion 2.2.2.1.5.) y UAI (ver seccién 2.2.2.1.6.) a las condiciones
optimizadas como se muestra en la Figura 2.3.

2.2.2.3.1. Manufactura de PCMs y queso control

Para la fabricacidon de los productos coagulado se siguid el procedimiento mostrado en la
Figura 2.2; se tomo el tiempo de coagulacion con un temporizador digital y una vez que se formaron
los codgulos a partir de las distintas mezclas, se realizd el corte con liras de acero inoxidable de 1 cm,
se agitaron suavemente los cubos de cuajada para después reposar por 5 min. Durante la elaboracion
de los productos se evaluaron parametros fisicoquimicos, incluyendo el pH del suero empleando el
potenciometro de banco mencionado anteriormente (2.2.2.1.5.) y su composicién con la
metodologia descrita en el apartado 2.2.2.2.1; se separ6 la cuajada del suero empleando una manta
de cielo previamente desinfectada con una dilucion de 48 mL-L't de hipoclorito de sodio. Después de
40 min de desuerado por goteo a temperatura ambiente (20°C), se peso la cantidad de suero
obtenida y cada cuajada formada para calcular el rendimiento verde (Ec. 2.4).
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para promover la separacion en cuadros (5 min)

l

[ Desuerado ]

i

[ Salado (2% del peso de cuajada) ]

l

[ Moldeado ]

[ Verificacion de cuajada, corte y agitacion suave ]

v
[ Prensado (18 h) ]

v
Empacado al vacio
(0.08 MPa)
Almacenamiento
refrigerado (4°C)

Figura 2.3. Diagrama de elaboracidon de PCMs y queso control.

P
Rendimiento verde = % x 100 (Ec.2.4)

Donde:
Pq = Peso de PCM o queso [g]
Pm = Peso de mezcla o leche [g]

Después de ~15 h de prensado en refrigeracidn, se pesaron los tres productos para obtener
el rendimiento simple (Ec. 3.5).

. . Pqp
Rendimiento simple = P x 100 (Ec. 2.5)

Donde:
Pgp = Peso del PCM o queso prensado [g]
Pm = Peso de mezcla o leche [g]
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2.2.2.3.2. Anilisis bromatoldgico
Se realizd un analisis bromatoldgico para determinar la composicion de los PCMs finales (3:1,
4:1), determinando la humedad con base en la NOM-116-SSA1-1994, el contenido proteico de
acuerdo con la NMX-F-608-NORMEX-2011, extracto etéreo a partir de la NMX-F-615-NORMEX-2018,
cenizas conforme a la NMX-F-607-NORMEX-2020, fibra cruda segun la NMX-F-613-NORMEX-2017,
carbohidratos por diferencia y el contenido energético por la Ec. 2.6, tomada de la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010.

C(4kcal - g~ Y)+ P(4 kecal - g™1) + G(9 kcal - g™1) = CET (Ec. 2.6)

Donde:
C = Carbohidratos disponibles [g]
P = Proteinas [g]
G = Grasas [g]
CET = Contenido energético total [kcal]

2.2.2.3.3. Anilisis de perfil de textura (TPA)

El andlisis textural de los productos coagulados se realizé de acuerdo con la metodologia
propuesta por Masia, et al. (2020); se empled un texturémetro TAXT Plus (Stable Microsystems;
Surrey, Reino Unido) para realizar un TPA de los PCMs y queso control, y asi evaluar parametros de
dureza, elasticidad (capacidad de recuperar su forma tras ser sometido a una fuerza externa) y
cohesividad (como se comportan los productos ante una segunda deformacién en relacion con cémo
se comportd con la primera). Las muestras se obtuvieron utilizando un sacabocados cilindrico de
didmetro interno de 15 mm y se cortaron hasta obtener cilindros de 25 mm de altura. Las muestras
se ajustaron a 20°C antes de realizar la prueba, en la que se utilizd una doble compresiéon con
velocidad de 2 mm-s? y 50% de deformacién. Se obtuvieron gréficas de fuerza vs tiempo, y los
parametros de dureza, elasticidad y cohesividad se calcularon a través de un software incluido en el
equipo (Texture Exponent) como la fuerza maxima en el primer pico, la razén de distancia para
alcanzar la fuerza maxima en la segunda compresion vs. la primera, y la razén entre dreas bajo la
curva de la segunda y la primera compresiéon (Ruiz-Espinosa, 2017), ademas se obtuvo el nivel de
masticabilidad de cada muestra, con base en la multiplicacién de los tres atributos primarios.

2.2.2.34. Medicién de pH en almacenamiento
La medicién del pH de las muestras se realizé de acuerdo con la metodologia reportada por
Omrani Khiabanian et al. (2020) por duplicado en tres lotes diferentes. Se elabord una suspensién
mezclando 10 g de muestra (queso o PCM) en 10 mL de agua desionizada empleando un morteroy
pistilo, y un potenciometro de banco (ver punto 2.2.2.1.5.).

2.2.2.3.5. Medicién de color instrumental
El analisis de color se hizo con base en lo realizado por Mazinani et al. (2020), empleando un

colorimetro triestimulo Hunterlab Colorflex EZ (Hunter Associates, Reston, VA) para medir los
cambios en los pardmetros de L* (luminosidad), a* [rojo (+) a verde (-)] y b* [amarillo (+) a azul (-)]
de los PCMs y queso control.

51



El colorimetro se calibré previamente con mosaicos negro y blanco, y se operd colocando 5
g de muestra en un vaso de precipitados de 50 mL a un dngulo de 10° de observaciéon empleando el
iluminante Degs. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Worldstad & Smith (2017)
mencionan que el monitoreo de cambios en el color es mucho mas entendible tomando en cuenta
el angulo hue (h desde 0 a 360°) y chroma; este Ultimo aumenta al incrementar la concentracion del
pigmento y disminuye cuando la muestra se hace mds oscura. Por lo tanto, se obtuvieron dichos
valores a partir de las Ec. 2.7 y 2.8.

(Ec. 2.7)
C = {(a")?+ (b*)?
h=tan™?! (b—*) (Ec. 2.8)
a
Donde:
C =Chroma

h = Angulo hue o matiz [grados, °]

2.2.2.3.6. Sinéresis en queso y productos coagulados mixtos
A lo largo del tiempo de almacenamiento se llevd a cabo la evaluacion de sinéresis de los
PCMs vy del queso control; se realizé de acuerdo con lo descrito por Omrani, et al. (2020). En los dias
mencionados anteriormente se midié el volumen de sinéresis por triplicado empleando una probeta
de 50 mL.

2.2.2.3.7. Empacado al vacio
Los productos procesados se empacaron al vacio (0.08 MPa, 20°C) utilizando una maquina
selladora al vacio DZ-500 (Zhejiang Youlian Machinery Manufacturing, Wenzhou, China) empleando
bolsas multicapa de vacio de polietileno y poliamida grado alimenticio (libres de BPA y ftalatos) de 20
x 30 cm vy se refrigeraron a 4°C.

2.2.2.4. ETAPAIV
Se realizd una prueba sensorial descriptiva cuantitativa para identificar y cuantificar los
atributos fisicoquimicos que presentaron los PCMs empleando el método Spectrum® de acuerdo con
lo descrito por Meilgaard et al. (2016). La prueba consistio en tres etapas: la primera radico en la
seleccion del panel de jueces para realizar la evaluacion sensorial, la segunda incluy6 el desarrollo y
definicién de vocabulario mediante el cual se describieron los PCMs, vy la tercera fue la cuantificacién
de estas caracteristicas sensoriales (Drake, 2022).

2.2.2.4.1. Seleccién de panel de jueces
Se invitd a diferentes sectores de la BUAP a participar en este proyecto como jueces
entrenados; las personas interesadas respondieron una encuesta en linea que incluia preguntas en
torno a alimentos que evitan consumir, asi como sus alergias alimenticias. Se convocd a los aspirantes
a realizar una prueba presencial que consistié en el consumo y descripcion de textura de 4 alimentos
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(chocolate en barra, clara de huevo hervida, zanahoria cruda y malvaviscos). Los resultados fueron
analizaron por una experta en evaluacion sensorial (Dra. Xadeni Villegas Ruiz), y se llevd a cabo una
preseleccion de aquellas personas que eran adecuadas para el entrenamiento con base en su
habilidad linglistica y percepcién sensorial para describir sus experiencias.

2.2.2.4.2. Entrenamiento de panel sensorial

Se seleccionaron a 8 personas (mujeres de 19 — 39 afios) para participar en el entrenamiento,
el cual consistié en una platica informativa para describir el proyecto, calendarizar las sesiones y
definir las actividades a realizar en cada una. Se llevaron a cabo cuatro sesiones de entrenamiento
que incluyeron establecer un lenguaje de textura y familiarizarse con los descriptores a evaluar
empleando distintos alimentos con diferentes niveles de intensidad de esos atributos (ver Tabla 2.3).
A todos los jueces se les proporciond un vaso desechable opaco (en caso de expectorar) y agua
purificada para enjuagar la boca; el tiempo total de entrenamiento fue de 10 h.

Tabla 2.3. Descriptores empleados para caracterizar el perfil de textura de PCMs.
Términos de

L Definicién Técnica Referencias
evaluacién
Queso crema =1
Dureza con Fuerza requerida Colocar el producto entre los molares y Huevo cocido = 2.5
para provocar una aplicar una fuerza uniforme hasta Aceituna verde = 6
molares , )
deformacién deformarlo, sin romperlo Cacahuates =9.5
Caramelo duro = 14.5
Colocar el producto en la boca y masticar Regaliz=1
- ) or 5 veces, juntar la masa formada con Zanahorias =2
Cohesividad Cantidad de muestra P J ) ) o
. ayuda de la lengua y medir la cantidad de Champifién =4
de la masa que queda unida )
muestra que se queda de manera Queso amarillo=9
conjunta Chicle =15

i f
CEITIEL] CE e Colocar el producto entre el dedo pulgar Mini bombones = 1.5

Fuerz ue se aplica al . i )
uerza de a P e indice y aplicar una fuerza uniforme Dedos de queso =3
compresion producto para ) :
hasta deformar el producto, sin Gelatina=7
con dedos deformarlo antes de )
romperlo Gomitas =9
romperlo
Cantidad de producto | Colocar el producto en la boca y masticar | Topping de bombdn =2
Adhesividad a que se adhiere a los por 3 veces, remover con ayuda de la Chocolate con leche =4
los molares molares durante la lengua el producto que queda pegado Regaliz =8
masticacion alrededor de los molares Gomitas =13
* Adaptada de Meilgaard et al. (2016).
2.2.2.4.3. Evaluacién de PCMs

Se manufacturaron PCMs en razones de 3:1y 4:1 de acuerdo con lo mencionado en la secciéon
2.2.2.3.1. Una vez que los PCMs estuvieron listos, se cortaron cubos de 1.5 cm de lado y se
mantuvieron a una temperatura de ~15°C, se proporcionaron dos muestras nuevas a cada juez al
inicio de la evaluacion de cada atributo y cuando estos lo solicitaban; ademas, todos los alimentos
mencionados en el apartado previo estuvieron a disposicion, si se requerian. Los jueces anotaron en
una hoja blanca la intensidad de los atributos de acuerdo con su percepcién individual, para finalizar
con la definicién de un consenso que se realizd al momento, con participacion de todos los jueces.
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2.2.2.5. Disefio Experimental y Andlisis de datos

Para la etapa 1 se implementé un modelo experimental completamente aleatorizado con 2
variables independientes: tiempo de sonicacion con 3 niveles (0, 3, 6 min) y % de concentracion de
PACh con 2 niveles de concentracion (3, 5%) pretratada por pH shifting. Se realizaron tres
experimentos independientes para cada combinacion de variables independientes. La variable de
respuesta fue el % de solubilidad y cada medicién de absorbancia se hizo por duplicado. Los
resultados experimentales se compararon con dos controles correspondientes a los dos porcentajes
de concentracién proteica explorados sin ningun tipo de pretratamiento. Los resultados se analizaron
con un modelo linear general en Minitab 19 (State College, PA); las comparaciones entre medias se
realizaron mediante la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de o= 0.05.

Para la etapa 2 se implementd un disefio completamente aleatorizado con una variable
independiente (razon LEB: PACh) a dos niveles (4:1 y 3:1) empleando un gel elaborado con leche
entera bovina como control. Se realizaron 5 experimentos independientes empleando capacidad de
retencion de agua, Bloom y firmeza de gel y la composicién de sueros expelidos como variables
dependientes; se realizaron mediciones por triplicado. Adicionalmente, se realizaron pruebas de FTIR
de geles de forma complementaria. Los resultados de pruebas predictivas se analizaron con un
ANOVA de una sola via en el mismo software estadistico; las comparaciones entre medias se
realizaron mediante la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de o= 0.05.

Para la etapa 3 se implementd un disefio completamente aleatorizado para evaluar los
cambios en los parametros de elaboracién. Este disefio se realizd con una variable independiente
(tipo de producto) con tres niveles (control de queso panela, PCMs elaborados con mezclas 4:1y 3:1).
Se realizaron 3 experimentos independientes empleando pH de desuerado, tiempo de coagulacion,
rendimiento verde y simple, parametros de composicién del producto (4 parametros), retencion de
gras y retencion de proteina como variables dependientes. Todas las mediciones se hicieron por
triplicado. Los resultados se analizaron por un ANOVA de una via. Adicionalmente, se determind la
evoluciéon de las caracteristicas de calidad de los quesos y productos coagulados mixtos al tiempo
cero y durante el almacenamiento refrigerado empleando como variables independientes el tipo de
producto (mismos tres niveles) y tiempo de muestreo (tres niveles: dias 1, 7y 14) y color instrumental
(5 parametros), andlisis de perfil de textura (4 parametros) y sinéresis como variables dependientes;
en este caso, el analisis se realizé usando un modelo linear general. Todas las mediciones se realizaron
por cuadruplicado. En ambos casos, las comparaciones entre medias se realizaron mediante la
prueba de Tukey, con un nivel de significancia de a= 0.05 en el mismo software estadistico antes
mencionado.

Para la Ultima etapa se analizaron diferencias texturales sensoriales, comparando variables
dependientes (dureza, cohesividad, fuerza de compresidon y adhesividad) de dos tipos de productos
coagulados mixtos como variables independientes (3:1, 4:1). Los analisis sensoriales se hicieron por
duplicado. Los resultados se analizaron con un ANOVA de una via; las comparaciones entre medias
se realizaron mediante la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de o= 0.05.
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3. Resultados y discusion

3.1. Etapa |: Pruebas preliminares
3.1.1.Curva patrén
Se determiné la capacidad de solubilidad de la PACh en medio acuoso mediante una prueba
de Bradford. De manera inicial se construyd una curva patron de diluciones de BSA en el rango
esperado de concentracién proteica final de las dispersiones al 3 y 5% de PACh tras aplicar los
distintos pretratamientos mencionados previamente. La curva patrén resultante de BSA vs
Absorbancia se muestra en la Figura 3.1.

2.5

1.5

ABSORBANCIA

0.5

0 500 1000 1500 2000 2500
BSA (mg-mL™)

Figura 3.1. Curva estdndar de absorbancia de BSA para prueba de Bradford.

El andlisis de regresion lineal de los resultados mostrados en la Fig. 3.1 indican un buen ajuste
de la ecuacion predictiva resultante, con un coeficiente de correlacion de R? = 0.9783. La ecuacion
de linea recta fue:

ABS = 0.0006 [BSA] + 1.0763 (Ec.3.1)

Donde:
ABS = Absorbancia

BSA = Concentracidn de albumina bovina sérica [mg-mL?]

La BSA se emplea en esta prueba debido a que es una proteina facilmente obtenible,
econdmica y que presenta una respuesta colorimétrica lineal y predecible cuando interactda con el
colorante empleado en esta prueba (Kruger, 2009).
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3.1.2. Incremento en solubilidad de proteina aislada de chicharo por ajuste de pH y UAI

Con la curva patron se determinaron las concentraciones de proteina solubilizada en los
sobrenadantes de las dispersiones de 3, 5% de PACh sometidas a pH shifting y distintos tiempos de
UAI. En la Tabla 3.1 se observan las diferencias en porcentaje de solubilidad de proteina aislada de
chicharo en dispersiones acuosas al 3% y 5%, tras someterse a tratamiento de pH shifting y
posteriormente a 0, 3 0 6 min de UAI.

Tabla 3.1. Porcentaje de proteina aislada de chicharo soluble en agua tras aplicar pH
shifting y tratamientos selectos de ultrasonicacion.

% de Solubilidad*
pH shifting + Tiempo (min)

PACh (%) 0 3 6
3 33.84+0.01%8  44.38 £+0.02A%  49.75+0.06 *°
5 40.78 + 0.06" 45.67 +0.08% 64.92 +0.08 "@
Control 3% 7.8510.02
Control 5% 7.97 £0.00

*N =4
AB Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
® MinuUsculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

La solubilidad proteica puede definirse como el equilibrio entre interacciones proteina—
proteina y proteina—solvente, es decir interacciones hidrofébicas e hidrofilicas, respectivamente. La
capacidad de disoluciéon depende de las propiedades intrinsecas y extrinsecas de la proteina; entre
las primeras podemos mencionar la distribucion y tipo de aminoacidos presentes en ellas (Asen et
al., 2023), mientras que los principales factores extrinsecos que afectan la solubilidad son el pH del
disolvente, fuerza idnica y temperatura, asi como otros factores no térmicos.

Las proteinas vegetales, como las contenidas en el aislado de chicharo poseen estructuras
espaciales Unicas, por lo tanto, exhiben con frecuencia una limitada capacidad de dispersarse en agua
a pH neutro, restringiendo su aplicacion en la industria alimenticia; esto ha dado pauta a
investigaciones que exploren modificaciones de pH en dispersiones de PCh (Zhi et al., 2022; Jiang et
al., 2017).

En la Tabla 3.1 puede observarse que al pretratar la dispersion de PCh mediante pH shifting,
la solubilidad de la proteina incrementd notablemente. Esto se debe a que, como se ha mencionado
previamente, cuando la PCh se dispersa en una solucién con un valor de pH lejano a su pl exhibe una
superficie de carga positiva o negativa, mientras que en un valor de pH cercano al pl de la proteina,
su estructura no posee carga en la superficie, demostrando una minima solubilidad, lo que lleva a
que las proteinas formen agregados mas grandes y sedimenten (Stone et al., 2015).

Los resultados de lJiang et al. (2017) demostraron que someter a la PCh a un pH
extremadamente alcalino mejoro la solubilidad en comparacién a un pH extremadamente acido. Con
base en lo anterior, podemos decir que el pH shifting aplicado en este proyecto por un periodo de
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tiempo corto, dio como resultado el despliegue de las globulinas (tipo de proteina mayoritaria
presente en el chicharo), lo que ocasiond interacciones en sus cadenas adyacentes;
subsecuentemente, el reajuste de la dispersiéon a un pH neutro, permitié el repliegue en una
estructura de gldbulo fundido, la cual puede expresarse como un estado intermedio en el que la
estructura terciaria de la proteina es parcialmente desdoblada, mientras que gran parte de su
estructura secundaria se mantiene. En este estado mejoro notablemente la funcionalidad tecnolégica
de la PCh (Zhang et al., 2023a; Zhi et al., 2022). Asimismo, se visualiza en la Tabla 3.1 que la aplicacién
del pretratamiento de UAI por 6 min es el que mejord la solubilidad en mayor magnitud,
incrementdndola hasta por 8 veces en comparacién con el control; estos resultados coinciden con
los de Jiang et al. (2017) emplearon tratamientos ultrasonicos a 20 KHz, 5 min, 20°C sin y con pH
shifting (a pH 12) e indujeron una solubilidad final de la PCh de 55.8% y 60.8%, respectivamente,
considerando una solubilidad de 8.17% de la PACh control. Recientemente, Gao et al. (2022),
explorando un tratamiento ultrasénico secuencial de 100 a 400 W de potencia de salida obtuvieron
un incremento maximo de solubilidad de 7.2 (control) a 58.4% con un proceso UAl a 20 KHz, 150 W
a pH 7. Se ha mencionado que la aplicacién de UAI puede alterar la conformacion y el despliegue
debido a la cavitacion, causando que los grupos hidrofilicos en la superficie se expongan y se facilite
la interaccién proteina—agua, resultando un incremento en la solubilidad (Erdogdu, et al., 2023).
Algunos estudios también sugieren que el UAI puede descomponer los complejos proteicos grandes
en subunidades mas pequefias y solubles (Gao et al., 2022). Por otra parte, es posible observar que
la concentracion proteica tuvo un efecto significativo sobre la solubilidad, donde a mayores
concentraciones de PACh se incrementd su solubilidad. Esto fue especialmente visible para el
tratamiento de UAI de 6 min, donde la solubilidad en dispersiones de PACh aumentd de 49.75 a
64.92% con dispersiones de 3 y 5% respectivamente. Esta tendencia fue observada previamente por
Bogahawaththa et al. (2019) donde igualmente la solubilidad de PACh se incrementé al aumentar la
concentracion de 4 a 8% a distintos niveles de pH y fuerza idnica. Se presume que esta tendencia
puede deberse a que los pretratamientos aplicados a la PACh aumentan la fuerza idnica en el medio;
en este trabajo en particular el tratamiento ultrasdnico mas intenso y la mayor concentracién
proteica probablemente proporcionaron el mayor cambio en fuerza iénica de la dispersidn, lo cual
pudo impactar positivamente en su solubilidad.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en esta etapa, el tratamiento de UAI (20 KHz,
20°C) por 6 min a una dispersion de PACh al 5% (p/p) fueron seleccionadas como las condiciones de
proceso a emplearse en el resto del proyecto.

3.1.3. Calibracion calorimétrica, calculo de Cp y de potencia efectiva

Se determind la potencia efectiva del tratamiento ultrasénico aplicado a la dispersion de 5%
(p/p) de PACh pretratada con pH shifting a una amplitud de 100% de acuerdo con la metodologia
indicada en 2.2.2.7. La calibracion calorimétrica es necesaria para evaluar la cantidad real de energia
ultrasodnica que llega al medio y cudnta se transforma en calor. Los resultados de la calibracion se
observan en la Tabla 3.2; estos consideraron una densidad de la mezcla de 0.978 g'mL?! y radio de la
sonda de 11 mm, y siguiendo lo descrito en el mismo punto mencionado anteriormente.
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Tabla 3.2. Pardmetros efectivos del tratamiento ultrasénico seleccionado

Parametros
Potencia de entrada [W] 400

Cp [k)-kgt°C) 4.06+0.00
dT/dt [°Cst] 0.07£0.00
Potencia acustica [W] 78.01+1.18
Rendimiento [%] 19.5040.29
Intensidad acustica [W-cm™?] 20.5240.31
Densidad acustica [W-mL] 0.28+0.00

Coeficiente de energia
esrj)cecif/'ca [Ws-ng] 83.92¢1.27
Los resultados mostrados de dT/dt en comparacién con los obtenidos por Gao et al. (2022)
fueron menores, quienes reportan una tasa de aumento de temperatura de 0.18 °C-s para 300 W y
de 0.34 °C-s' para 500 W. El Cp reportado por los mismos autores fue de 4.18 kJ-kg*°C?, que en
comparacién con nuestros resultados fue ligeramente mayor para la dispersion de PACh debido a
que ellos experimentaron con una concentracion dos veces mayor a la empleada en este proyecto.
Por otra parte, Xiong et al. (2018), reportaron una intensidad acustica de 45 a 48 W-cm™ utilizando
la misma concentracion de dispersién que la nuestra y un equipo con entrada de 630 W sugiriendo
un rendimiento del ~8.62%, el cual fue menor que el obtenido en nuestros calculos. Es importante
mencionar que como se ha descrito anteriormente, debido a las amplias diferencias en cuanto a la
composicién de la PACh estudiada, que pueden mostrarse a causa de variaciones genéticas,
diferencias en tipos de cultivo y condiciones de crecimiento, es posible obtener resultados distintos
en este tipo de tratamientos.

3.2. ETAPAIl: Pruebas predictivas en sistemas modelo mixtos

Se llevaron a cabo pruebas predictivas para evaluar la capacidad tecnoldgica de los sistemas
LEB: PACh para elaborar PCMs; las propiedades evaluadas fueron FG, Bloom y CRA en geles mixtos.
Los resultados de estas propiedades evaluadas en dichos sistemas modelo obtenidos mediante
coagulacion enzimatica se presentan en la Tabla 3.3. Las cifras reportadas son ponderadas y se
obtuvieron dividiendo la magnitud de las variables obtenidas para los sistemas mixtos entre aquellas
del control.

Tabla 3.3. Propiedades predictivas selectas en geles enzimdticos mixtos de LEB: PACh.

Tratamiento = Firmeza de gel Bloom CRA
4:1 0.739+0.037*  0.749+£0.080"  1.169 +0.032°
3:1 0.630+0.037® 0.603+0.054% 1.204 +0.017*

*N =12
A Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)
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El proceso de fabricacion de geles enzimaticos lacteos se basa en la accion proteolitica del
cuajo sobre las micelas de caseina; esta coagulacién enzimatica se divide en dos etapas: la primera
implica la separacién enzimatica de k-caseina (presente en la superficie de las micelas) con liberacién
de fragmentos hidrofilicos de caseinomacropéptido, mientras que la segunda fase consiste en la
agregacion y gelificacion de micelas desestabilizadas cuando cerca del 90% de k-caseina ha sido
hidrolizada (Britten & Giroux, 2022). En la segunda fase inicialmente se forma una cadena de hebras
finas y agregados pequefios de micelas que dejan poros que se llenan con suero. Inicialmente, estos
poros micelares son pequefios y la cuajada se denomina como coagulo fino. Esta red se desarrolla
envolviendo glébulos de grasa, de gran tamafio en comparacién con los agregados micelares. Al
continuar la coagulacién, las hebras de caseina comienzan a formar agregados interconectados mdas
grandes, asi como los poros entre ellos; en esta etapa se da la formacion del coagulo grueso, y pueden
presentarse nuevas interacciones (Johnson & Law, 2010). Distintos factores pueden afectar la firmeza
del gel formado y su capacidad para retener suero, incluyendo la adicién de ingredientes no lacteos,
como lo aqui explorado. Asi, se han estudiado gelaciones de sistemas mixtos de proteina de chicharo
y lactea concluyendo que las micelas de caseina no se entrecruzan con PChs, pues éstas forman geles
independientes; ademads se considera que la firmeza del gel es controlada por la proteina que se
encuentre en mayor concentracién y es modulada por procesos extrinsecos como alta temperatura,
alta presion y sonicacién (Ouyang et al., 2022). Es posible que el impedimento de estas proteinas para
formar geles continuos se debe a que las PChs desplegadas pueden formar una capa alrededor de las
submicelas de caseina a través de interacciones hidrofébicas, generando secciones de submicela-PCh
incapaces de formar un gel tan fuerte como los formados sélo con leche (Ma et al., 2024).

La firmeza y la prueba de Bloom se emplearon como indices de la dureza del gel. Esta ultima
mide su capacidad para resistir una deformacién inducida por una sonda estandar al presionar en 4
mm su superficie (GMIA, 2019), por lo que se esperaba que tuviese un comportamiento similar al de
firmeza de gel. Al ser menores que la unidad, los valores ponderados de firmeza de gel y de firmeza
de Bloom para los geles mixtos 3:1 (0.630, 0.603) y 4:1 (0.739, 0.749) (ver Tabla 3.3) sugieren que la
adicién de PACh a la LEB resultd en una modificacion de la estructura del gel en comparacién con
aquellos de sélo leche, debido a cada proteina tiende a formar redes independientes con una
capacidad limitada de interaccion que provoca su debilitamiento; asimismo se observé que la dureza
del gel (tanto en firmeza como en bloom) disminuye al incrementarse la proporcién de aislado de
chicharo en la mezcla. Estos resultados coinciden con aquellos de Brickner et al. (2019) con geles
mixtos lacteos con proteinas no lacteas (avena); de manera analoga, Oliveira et al. (2022) observaron
una reduccion progresiva en la firmeza de geles mixtos acidos elaborados con leche descremada
rehidratada y PACh al aumentar la proporcién de esta ultima, atribuyendo este comportamiento a la
formacién de poros mas grandes en la red proteica, que reducen su dureza, pero que pueden
incrementar su CRA por aumento en la proporcion de proteina; consideran que los agregados de
legumina formados durante el calentamiento y acidificacion de las PChs puede estar correlacionada
con la formacién de interacciones no covalentes que modifican la estructura del gel y pueden evitar
la formacién de geles suficientemente elasticos. Recientemente, Wang et al. (2023) elaboraron geles
enzimaticos mixtos de leche fresca descremada y lechada de soya, reportando que la formacion de
geles débiles al agregar proteina vegetal puede atribuirse a que esta ultima no es hidrolizada por el
cuajo, vy, por lo tanto, las caracteristicas del gel podrian estar condicionadas Unicamente por el
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proceso de coagulacidén enzimatica de las micelas de caseina. Al aumentar la proporcidn de proteina
vegetal en la mezcla, se disminuye el nimero de caseinas presentes; asi, las proteinas no lacteas se
adhieren a las micelas, reduciendo el nimero de colisiones entre ellas e incrementando la distancia
entre caseinas, lo que inhibe la formaciéon de un gel lacteo con la consistencia apropiada para el corte.

Se ha demostrado que el UAl y la adicién de proteinas distintas a las caseinas pueden alterar
las propiedades de coagulacion de leche y por ello las propiedades de los geles lacteos. Carrillo-Lopez
et al. (2021) afirman que el UAI puede reducir el tamafio de componentes lacteos, lo cual modifica la
firmeza de gel por reduccién de tamafo micelar y del gldbulo de grasa, desnaturalizacién de proteina
de suero y cambios en la asociacién de la membrana del gldbulo graso con las micelas, aumentando
la CRA con el tiempo de proceso. Liu et al. (2014) reportaron que el UAI (20kHz, 286 kJ-kg™) de leche
descremada reconstituida (10% p/p, pH 8) alterd su coagulacion enzimatica, disminuyendo el tiempo
de gelaciony produciendo poros con una estructura mas cerrada y una mayor interconectividad entre
redes de caseina, aumentando la concentracion de agregados solubles en suero y sugiriendo que al
incrementar el pH nativo de leche (6.7) se aumentaba la repulsion electrostatica entre caseinas
micelares, haciéndose mds grandes y susceptibles a disociacién por estrés mecanico.

De manera andloga, se ha explorado la incorporacién de otras proteinas pretratadas por UAI
en geles enzimaticos de caseina, incluyendo séricas (Amador-Espejo et al., 2021) y proteinas de
origen vegetal como soya y chicharo. En este sentido, recientemente, Lima—Nascimento et al. (2023)
evaluaron la solubilidad y CRA de geles acidos formados por adicion de glucono-3-lactona en una
mezcla (80:20) de una dispersion de caseinas micelares rehidratadas (8%) y PACh (8%) pretratadas
con UAI (495 W, 20 kHz, 15 min) en mezcla y por separado; estos autores observaron un aumento en
el tiempo de gelacion del sistema 80:20 de casi tres veces en comparacion con un control (100:0),
considerando que la adicién de PACh puede retardar la gelacion de caseinas por impedimento
estérico; la velocidad de formacion de una red tridimensional se relaciona con la magnitud de la
hidrofobicidad superficial de las proteinas, lo que aumenta las interacciones de este tipo entre ellas.

La CRA es una propiedad critica en proteinas, pues influencia la sensacion bucal, textura y
capacidad de retencion de compuestos de sabor al incorporarse como ingrediente en un producto
(Daba & Morris, 2021). La solubilidad y las interacciones hidrofilicas de la PACh son limitadas y varian
de manera importante con la subespecie de chicharo empleado para su fabricacién, pero se sabe que
la aplicacién de UAI aumenta de manera sensible su hidrofilicidad (Mathew et al., 2023). En la Tabla
3.3 se observa que la CRA de los geles mixtos aumenté con respecto al control (CRA ponderada > 1)
y se incrementé de manera significativa (p<0.05) al aumentar la proporcién de PChs (1.20vs 1.17 en
mezclas 3:1 y 4:1, respectivamente). Lima—Nascimento et al. (2023) reportaron un aumento en la
CRA por la aplicacion de UAI en los componentes del gel, especialmente en la presencia de PACh,
mismo comportamiento observado en el presente trabajo, considerando que la aplicacion de UAI
divide los agregados proteicos, aumentando su solubilidad sin afectar la carga de las particulas. Por
otra parte, la mayor cantidad de proteina global presente en las mezclas (2.85-2.94%, ver Tabla 2.2),
en comparacién con LEB (2.49%) pudo incidir directamente en el aumento de CRA observado.

La modificacion de la dureza del gel por modificaciones en su impacta su capacidad para
retener aguay grasay, por tanto, la composicion del suero resultante tras el corte de la cuajada. Por
ello, se determind la composicidn del suero (ver seccion 2.2.3.1.) por duplicado con las muestras
obtenidas para la prueba de CRA, los resultados se muestran en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Composicion de suero en geles enzimdticos mixtos de LEB: PACh.
Proteina* Grasa* Cenizas*

Control ~ 3.07+0.02* 0.08+0.01®° 0.47 £0.00*

4:1 2.57+0.03% 0.10+0.01* 0.40+0.01°

3:1 2.42+0.03° 0.10+0.03*® 0.37+0.01¢
*N =16
A Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

Como puede observarse en la tabla previa, los contenidos de proteina y de cenizas fueron
significativamente menores (p<0.05) en los sueros de geles mixtos en comparacién con aquellos del
control, mientras que el contenido de grasa fue mayor, aunque la diferencia sélo fue significativa
(p<0.05) entre el gel 4:1 y el control. El mayor contenido de proteina en el suero del control en
comparacion con los geles mixtos sugiere una posible interaccién entre las PChs, caseinas y proteinas
de suero, dado que éste es inversamente proporcional a la cantidad de PACh en la mezcla para
preparar el gel, lo que indica que una mayor cantidad de proteina de la mezcla se queda en el PCM.
Esta tendencia puede explicarse con lo mencionado por Oliveira et al. (2022)., quienes mencionan
gue es posible cierto grado de gelacion conjunta entre proteinas de suero de leche y PChs en geles
mixtos. Otros autores reportan que, aunque no todas las cisteinas presentes en el sistema mixto
estan libres, pueden contribuir a la formacion de puentes de disulfuro, al igual que los grupos tiol
reactivos; los cuales pueden llevar a la agregacién o co—precipitacién de proteinas de distintos
origenes. Dichas interacciones covalentes pueden generarse a partir de tratamientos a alta
temperatura, que exponen grupos tiol de las moléculas involucradas, formando puentes disulfuro
entre mondmeros de BLG y subunidades de legumina (Kristensen et al., 2021). En el sistema aqui
estudiado puede considerarse que el UAI incrementé la disponibilidad de sulfhidrilos reactivos por
desnaturalizacion y el tratamiento térmico de la mezcla promovid la formacién de complejos por de
puentes de disulfuro entre micelas de caseina, proteinas séricas y PChs. La reduccion progresiva en
el contenido de minerales en suero al aumentar la proporcién de PChs se relaciona con la capacidad
de las micelas de caseinas para captar minerales en forma coloidal.

El cambio en la estructura de los geles puede estar relacionado con el aumento de
contenido promedio de grasa en sueros de geles mixtos. Es bien sabido que un mayor contenido de
proteinas lacteas y la presencia de cuajadas mas firmes ayudan a minimizar las pérdida de grasa en
el suero (Hussain et al., 2012) Lin et al. (2012) elaboraron geles enzimaticos mixtos a base de leche
descremada rehidratada y lechada vegetal (soya), y mediante microscopia confocal compararon la
estructura de geles mixtos con un control conteniendo sélo proteina lactea, reportando que los
primeros forman redes estructurales con poros mas grandes, cimulos de proteina mds densos, con
un mayor nimero de ramificaciones. Se puede decir, entonces, que, al formarse redes proteicas con
caracteristicas distintas, se dificulté la retenciéon de grasa en algunas secciones de los geles mixtos
elaborados con la consecuente pérdida de grasa en suero reportada.

Para intentar confirmar la presencia de PACh en los sueros expelidos durante la
centrifugacidn de geles se realizd un analisis espectrofotométrico de ATR-FTIR. Los espectros de
absorcién obtenidos para la dispersion de 5% PACh ultrasonicada y para los sueros de geles de leche
y de mezclas 3:1y 4:1 se muestran en la Figura 3.2
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Figura 3.2. Espectros FTIR de proteina aislada de chicharo y sueros de geles de leche y de sistemas mixtos.

A. Dispersion de proteina aislada (5%) ultrasonicada. B. Suero expelido de gel de leche C. Suero de gel de
mezcla 4:1 de LEB: PACh. D. Suero de gel de mezcla 3:1 de LEB: PACh.

Como puede observarse en la figura previa, las diferencias entre los espectros de los sueros
expelidos de geles de leche y codgulos mixtos no es tan evidente, pues el comportamiento espectral
tipico de la PACh detectado en los picos de 1615 cm™y 1648 cm™, el cual es semejante al reportado
por Gao et al., (2018), no se detectan con claridad en los espectros Cy D. Por ello, el andlisis se centro
en la region de 800-1800 cm™.

En espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), las bandas amida |, Il y llI
son caracteristicas de las proteinas y los enlaces peptidicos (C=0, N-H, y C-N), que es el enlace
fundamental en las proteinas (Conceicdo et al. 2019). En la Figura 3.3 A se presentan los espectros
FTIR-ATR en la region de 800-1800 cm™. Se observan diferencias con respecto al control y a la
proteinas de chicharo en las bandas que corresponden a la amida | (1600-1700 cm™), amida Il (1500
- 1600 cm™) y la amida I1l (1200 - 1300 cm™) de todas las muestras. La region de la amida | (1600 —
1700 cm™) estd relacionada con la vibracion de estiramiento del enlace C=0, es considerada una de
las bandas mas Utiles para analizar a detalle las estructuras secundarias de las proteinas. La region de
la amida Il (1500 - 1600 cm™) se asocia a la combinacion de las vibraciones de flexion del enlace N-H
y a las vibraciones de estiramiento del enlace C-N en la amida, por lo tanto, esta banda es Util para
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analizar interacciones de hidrdgeno. Por su parte, la region de la amida lll (1200 - 1300 cm™) involucra
una mezcla de vibraciones de flexién del enlace N-H y estiramiento del enlace C-N, menos intensa
gue las bandas Amida | y Il. Estas bandas son fundamentales para estudiar las proteinas mediante
FTIR, ya que permiten identificar la estructura secundaria y los cambios conformacionales de las
proteinas (Ruysschaert & Raussens, 2018). Por ello, los cambios en la forma e intensidad de estas
bandas podrian indicar cambios en la estructura de las proteinas que se pueden deber a la interaccion
entre las mismas (Gonzalez-Martinez et al. 2017). Por otro lado, también se observa una disminucién
en la intensidad de la banda que corresponde a la lactosa, lo que podria indicar una pérdida
significativa de esta durante el proceso de manufactura.

Por otra parte, en la Figura 3.3 B se observan los espectros FTIR-ATR que corresponden a los
sueros, en donde si se observa la presencia de este azlcar especificamente en la regién que va de
1000-1200 cm™ y que corresponde a la region de los carbohidratos (Conceicdo et al. 2019). No se
observan diferencias con respecto al control en la forma de las bandas de los espectros que
corresponden a los sueros evaporados, sin embargo, si se observa una disminucién en la intensidad
de las bandas, lo que podria estar relacionado con una mejor retencion de las proteinas tanto de
chicharo como de leche en el gel. Sin embargo, se precisas andlisis mas detallados para cuantificar y
caracterizar las proteinas del suero.

Considerando que las evidencias obtenidas en esta etapa indicaban que los geles mixtos eran
mas suaves, retenian mas agua, proteina y minerales y menos grasa que el control y que este efecto
se potenciaba al aumentar la cantidad de PACh en la mezcla se decidié no seleccionar una sola razén
de mezcla LEB: PACh para elaborar los PCMs sino que se optd por hacer las pruebas de la Etapa lll
con los dos tipos de mezcla para determinar si lo observado con sistemas modelo era reproducible
empleando protocolos estandar de elaboracién de queso.
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Figura 3.3. Espectros FTIR de proteina aislada de chicharo, leche y sueros de geles de leche y de sistemas mixtos en
la region de 600 a 1800 cm’?

A. Dispersion de proteina aislada (5%) ultrasonicada, leche y mezclas leche:PACh B. Suero de geles de leche y
mezclas 4:1y 3:1
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3.3. ETAPA lll: Elaboracién de productos coagulados mixtos y evaluacién de pardmetros

selectos durante su manufactura y almacenamiento refrigerado
3.3.1.Evaluacién de pardmetros de PCMs durante su elaboracidn

Se realizaron pruebas para evaluar la capacidad de las mezclas 4:1y 3:1 de LEB: PACh para

elaborar un PCM empleando un protocolo de manufactura semejante al de un queso panela,

comparando cambios en los pardmetros de elaboracion y en las caracteristicas de calidad de éstos

durante el almacenamiento refrigerado con relacién a un queso panela convencional. Los principales

resultados de estas pruebas se discuten a continuacion; imagenes selectas del proceso de

elaboracién de queso y PCMs y de la apariencia del producto terminado se presentan en el Anexo VI.

Se determinaron tiempo de coagulacién, pH de desuerado, rendimiento verde y simple

como parametros de manufactura de PCMs y el control; los resultados se presentan en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Pardmetros selectos durante la elaboracion de PCMs y queso panela.
Tiempo de

coagulacion pH de Rendimiento Bendimiento

(min)* desuerado** verde (%)*** simple (%)***

Control 29.50 + 3.008 6.48 +0.048 17.73 +1.79% 14.30 + 1.14%
4:1 38.00 + 2.00% 6.57 +0.07% 16.26 +1.124 15.25 + 1.09*
3:1 39.50 + 3.00% 6.59 + 0.04% 16.48 + 1.00% 15.63 + 0.59*

*N =4; ¥*N =8; ***N =6
A Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

En cuanto al tiempo de coagulacion puede observarse que la adicidon de PACh produce un
incremento significativo en su duracién, el cual en promedio aumenta hasta 10 min
(aproximadamente 33% mas) para la mezcla 3:1, aungue no existe diferencia significativa (p<0.05)
con respecto a la cantidad de PChs en la mezcla (38 min para la razén 4:1 vs 39.5 min para la 3:1).
Esta tendencia coincide parcialmente con la reportado por diversos autores, dado que, como se
menciond en la discusién de la Etapa Il, la formacién de redes de micelas de caseina desestabilizadas
en los geles lacteos, la adicidon de PChs en dichas estructuras puede retrasar la formacion de un gel
con grado adecuado de firmeza. En este sentido, Mazinani et al. (2020) elaboraron quesos feta
coagulados por acidificacion y adicion de cuajo empleando mezclas de LEB, PACh y concentrado de
proteina lactea, reportando un incremento en el tiempo requerido para la obtencion del gel al
aumentar la concentracién de PACh. Lima-Nascimiento et al., (2023) produjeron geles mixtos a partir
de una dispersién ultrasonicada de caseinas micelares rehidratadas y PACh en una razén de 4:1;
reportando que el tiempo de gelificacion se incrementd en 11 min en comparacién con el control de
LEB (21.67 min); estos autores consideraron que el reemplazar parcialmente (20%) a las caseinas
micelares por PACh provocd un retraso las etapas iniciales de agregacién micelar que condujo a un
aumento significativo en el tiempo de coagulacion

Con respecto al pH de desuerado, la Tabla 3.5 muestra un aumento significativo en los
valores de pH de los PCMs con respecto al control, independientemente de la cantidad de PChs en la
mezcla. Trabajando con mezclas isoproteicas de leche descremada bovina y PACh, Oliveira et al
(2022) observaron un comportamiento similar al aqui reportado, pues a un mismo nivel de proteina
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las mezclas que contenfan solo leche bovina presentaban una menor magnitud de pH que los
sistemas mixtos antes de la coagulacion, sin importar la cantidad de PCh agregada, esto debido a la
presencia de compuestos acidificantes naturalmente presentes en la leche y a la considerable
capacidad buffer que exhiben las proteinas solubles de chicharo (BuRler et al., 2015). En cuanto al pH
del suero dulce del control éste se encuentra en el rango esperado para productos de esa naturaleza;
Alsaed et al.,, (2013) reunieron sueros dulces de diversas plantas de procesamiento de quesos para
determinar sus propiedades fisicoquimicas, reportando valores de pH de 6.02 a 6.58, por lo que se
considera que el valor presentado en la Tabla 3.5 se encuentra dentro del rango esperado.

En cuanto al rendimiento verde y simple, la misma Tabla 3.5 muestra que no existen
diferencias significativas (p<0.05) entre los tres tipos de productos, aunque puede sefialarse que el
gueso posee un valor promedio de rendimiento verde mayor que los PCMs, aunque también sufre |a
mayor pérdida de suero tras el prensado, como se explica mas adelante. La menor sinéresis exhibida
por el queso puede estar relacionada con el mayor contenido de grasa (3.82% vs 2.90-3.08%) vy
caseina (~2% vs ~1.5-1.6%) la leche en comparacién con las mezclas LEB: PACh (Tabla 2.2) (Banks,
2007). Se ha observado que un mayor contenido de grasa en la leche puede coadyuvar a retrasar la
sinéresis dado que los glébulos actiian como obstaculos que impiden la salida de humedad del gel, lo
gue puede traducirse en un incremento en el rendimiento verde, aunque el efecto de una mayor
concentracion de caseina en la leche no tiene un efecto conclusivo (McSweeney, 2007c). Por otro
lado, el rendimiento simple tampoco muestra diferencias significativas (p<0.05) entre los tres tipos
de productos, aunque la tendencia cambia, pues el menor rendimiento promedio lo tiene el queso y
se aprecia una mayor reduccién entre el rendimiento verde y simple del control (3.43%), que entre
aquellos de los PCMs (1.01% en 4:1y 0.85% en 3:1), probablemente debido a la presencia de la PCh
modificada estructuralmente. Se observa que, si se incrementa el contenido de PACh en los PCMs,
hay una mayor retencién de humedad, lo que se correlaciona con lo reportado en la Tabla 3.5 donde
la CRA aumenta con la concentracién de PACh en la mezcla; de acuerdo con Ben-Harb et al. (2018),
una de las propiedades distintivas de las proteinas de legumbres es su alta CRA, la cual puede mejorar
debido a la aplicacién de diversos pretratamientos, como aquellos empleados en este proyecto.

En la Tabla 3.6 se presentan los datos de composicién para los PCMs, asi como los calculos
tedricos de porcentaje de carbohidratos y contenido energético.

Tabla 3.6. Composicion al dia 1 de PCMs de leche bovina y proteina aislada de chicharo.

Componente 3:1 4:1
Humedad (%) 66.78 £+0.24*  65.78 +0.31"
Proteinas (%) 12.09+£0.324  12.5+0.18*
Grasa (%) 9.86+0.11®%  11.19+0.03*
Cenizas (%) 3.35+0.01° 3.6 +0.00%
Carbohidratos (%) 7.92 6.93
Contenido energético tecrico (kcal/100 g) 168.78 178.43

*N=4;**N=8; ***N=6
A Letras diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
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Dado que los PCMs no pueden ser considerados queso panela al contener proteinas
vegetales, la comparacion entre medias presentada en la Tabla 3.6 no toma en cuenta al control. De
acuerdo con la NMX-F742-COFOCALEC-2012 el queso panela no debe contener proteinas de otro
origen mas que de leche y su composicién debe ser tal que posea un minimo de 20% de grasa, 17%
de proteina y un maximo de 59% de humedad, que puede incrementarse hasta el 62% si se trata de
un queso reducido en grasa. La composicion del queso panela fue de 50.77 + 0.44, 18.46 + 0.52 y
20.65 + 0.15 g por 100 g para humedad, proteina y grasa, respectivamente, por lo que todos los
parametros composicionales estan de acuerdo con la norma.

Como puede observarse, los contenidos de humedad y proteina no presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre PCMs, a diferencia de los contenidos promedio de grasa y cenizas. En el
caso de estos dos Ultimos, la mayor proporcién de minerales y de grasa en los PCMs 4:1 se presume
se debe simplemente a su mayor proporcién de leche con relacién al 3:1, la cual aporta la mayor
parte de la grasa y todos los minerales insolubles (presentes en micelas de caseina) (ver Tabla 2.2).
Dado que el PCM con mayor proporciéon de PCh (3:1) no redundd en un producto con mayor
contenido de proteina, se presume que la matriz alimentaria tiene una capacidad limitada para captar
proteinas no lacteas; considerando la similitud en el contenido proteico de ambos tipos de PCM y
sabiendo que la influencia de las PChs sobre la CRA, esto pudo incidir directamente en que tampoco
se observaran diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de humedad de los productos. Este
comportamiento difiere de lo expuesto por Krentz et al. (2022) quienes reportaron que las cuajadas
de mezclas de caseina disociada: PACh exhibian mayores contenidos de humedad y de proteina
cuando la concentracion de PCh de la mezcla se reducia, atribuyéndolo a una mejora en la CRA debido
a la ausencia de interferencias de las PChs en la conformacion de la red proteica y a la contribucion
adicional de las proteinas de suero presentes en la leche, respectivamente.

Los PCMs exhiben un porcentaje sensiblemente mayor de humedad que aquel del control
(49.48%), por ello, para evitar el efecto de dilucién, valorar correctamente el grado de inclusién de
las proteinas de leche y chicharo en los productos resultantes y realizar un analisis estadistico en
forma, fue conveniente evaluar los porcentajes de proteinay grasa en base seca y los porcentajes de
proteina y grasa retenidas, mismos que se muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Proteina y grasa (base seca) y retenidas en productos coagulados mixtos vs control.

Producto Proteina en Proteina Grasa en base | Grasa retenida
base seca (%) retenida (%) seca (%) (%)
Control 37.49+0.73* 64.87+0.32° 41.94 +0.68* 66.20 +2.024
4:1 36.54 +0.84*  73.72 +1.04* 32.68 +0.39® 60.87 £ 0.19°8
31 36.40+1.20 70.69 +1.82* 29.68 +£0.13€ 58.38 +0.67®
*N=4

A Letras diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)

Como puede observarse en la tabla previa los porcentajes de proteina en base seca de los
PCMs y el control no presentaron diferencias significativas (p<0.05), a diferencia de los porcentajes
de proteina retenida, de grasa en base seca y de grasa retenida. En cuanto a los indices de proteina,
el porcentaje de base seca no varié significativamente (p<0.05) a pesar de que las mezclas de LEB:
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PACh poseian un mayor contenido neto de proteina que el control (+14.46% y +18.07% para 4:1y
3:1, respectivamente), aungue con un menor contenido de caseina (89.74% y 86.77% del total de
caseina en el control, respectivamente), lo cual indica una inclusién parcial de proteinas globulares
en la cuajada, sin tener una plena certeza de si se tratan de proteinas de suero o chicharo. De acuerdo
con Mession et al. (2017) en sistemas dispersos de PChs en presencia de caseina y sometidos a
tratamiento térmico, la formacién de agregados proteicos de PChs es mas factible que la unién de
éstas con micelas de caseina. Por ello, se presume que la inclusiéon de PChs en la cuajada puede estar
entonces mediada por interacciones tipo puente de disulfuro entre éstas con proteinas de suero,
como es descrito por Kristensen et al. (2020), las cuales eventualmente pueden unirse como
agregados primarios a la micela de caseina, de manera andloga como ocurre con los agregados de
beta lactoglobulina en tratamientos térmicos de leche a pH nativo. El porcentaje de proteina retenida
aumento significativamente (p<0.05) en los PCMs en comparacién con el control, sin importar la
razon LEB: PACh empleada. Hinderink et al. (2021) afirman que la formacion de geles mixtos por
coagulacion enzimatica (como los elaborados en este proyecto) puede ser limitada dado que la renina
por si misma es incapaz de garantizar la inclusion de PChs en el codgulo a pesar de que el cuajo puede
generar cierto grado de protedlisis en concentrados de origen vegetal, sugiriendo que se emplee en
combinacién con alguna enzima de entrecruzamiento como la transglutaminasa para mejorar la
captacion proteica. Como se menciond anteriormente, el aumento en la proteina retenida puede
atribuirse a que en los PCMs las PChs sustituyeron parcialmente a la caseina, probablemente
asociadas con proteinas de suero desnaturalizadas (Kristensen et al., 2021) o formando interacciones
PCh-PCh vy unidas a para kappa caseina a través de puentes disulfuro, aunque el mecanismo de
interaccidn no es claro. Por su parte, la reduccion en los porcentajes de grasa en base seca y de grasa
retenida en los PCMs puede explicarse por la ya citada inclusién de PChs en la red de caseina, que
modifica la microestructura del producto, resultando en la formacién de poros mas grandes y huecos
irregulares que impedian una retencién apropiada de grasa; por otra parte, es bien sabido que la
retencién de grasa en la cuajada y eventualmente en el queso esta fuertemente influenciada por las
interacciones entre las regiones hidrofébicas de la caseina y los gldbulos de grasa, los cuales son
primero atrapados en la red proteica del gel y posteriormente mantenidos en el interior de la
estructura del queso; entonces, se hipotetiza que al sustituir parcialmente la caseina hidrofdbica con
PCh modificada para incrementar su interaccion con el agua, la captacién de grasa se disminuye.
Estos resultados concuerdan con los de Monga et al. (2022), quienes elaboraron un PCM &cido tipo
paneer con distintas razones de leche: extracto de PCh, observando que la concentracién de grasa
en los productos disminuia al aumentar el porcentaje de PCh en la mezcla.

Una vez separada la cuajada para continuar con su procesamiento, se realizd la medicion
de la composicion de los sueros por ultrasonido de diagndstico; los parametros mas relevantes se
muestran en la Tabla 3.8. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) de los contenidos de
grasa, lactosa, proteina y cenizas, asi como de la densidad entre los PCMs y el control. En cuanto
grasa, los sueros de PCMs exhibieron menor contenido que el control, aunque la diferencia entre los
productos elaborados con mezclas 4:1 y 3:1 no fue significativa (p<0.05). En cambio, el resto de los
componentes (lactosa, proteina y cenizas) y la densidad disminuyeron significativamente (p<0.05) al
aumentar la proporcion de PACh en la mezcla.
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Tabla 3.8. Composicion de sueros de productos coagulados mixtos y control.
Producto Proteina Grasa Lactosa Cenizas Densidad (kg-m3)
Control  0.86+0.01* 0.57 +0.08°8 5.28+0.01* 0.48+0.01* 1024.06 + 0.44*
4:1 0.73+0.028 0.78+0.06"  4.51+0.10® 0.41+0.01° 1020.22 £ 0.488

3:1 0.70+0.01°¢ 0.80 £0.05*  4.35+0.06° 0.40+0.01° 1019.25 + 0.74¢
*N =17
A Letras diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

La concentracién de proteina en los sueros estd en concordancia con los resultados de
proteina retenida mostrados en la Tabla 3.7, dado que los productos que menos la mantuvieron al
interior de su estructura légicamente tendian a perderla en el suero. Bajo el mismo criterio, pero en
sentido opuesto, los productos que mas retuvieron grasa presentaron menores concentraciones de
este componente en el suero, probablemente relacionado al aumento en el contenido de PCh
discutido previamente. La mezcla 4:1y 3:1 poseen, respectivamente, 90.8 y 88.1% del contenido de
lactosa del control; por ello, la reduccidn observada en el porcentaje de este carbohidrato en sueros
se atribuye a un balance masico mientras que la diferencia en contenido mineral al aumentar la
cantidad de PCh en la mezcla puede atribuirse a la capacidad quelante exhibida por estas proteinas,
en particular hacia algunos iones divalentes como calcio y magnesio (Kornet et al., 2021). Finalmente,
las diferencias de densidad se considera que estan relacionadas al mayor contenido de grasa de los
sueros de los PCMs; la densidad de la grasa es menor a la leche descremada y por ello, una variacién
en contenido de este pardmetro redunda en una disminucion en la magnitud de esta variable
(Walstra et al., 2006).

Se obtuvo el volumen de desuerado a lo largo de 21 dias de cada producto (Tabla 3.9). Los
resultados para el andlisis de varianza correspondiente demuestran nuevamente diferencias entre el
control y los PCMs.

3.3.2.Evaluacién de parametros de PCMs durante su almacenamiento refrigerado

Se evaluaron caracteristicas de calidad (textura y color instrumental) de los PCMs y control al
dia 1 y durante 14 d de almacenamiento refrigerado (4°C); ademas, se determind el volumen de
sinéresis en productos que permanecieron empacados en bolsas plasticas de manera inalterada
durante los mismos 14 d de almacenamiento refrigerado. Los resultados de esta uUltima prueba se
presentan en la Tabla 3.9.

La pérdida de suero por sinéresis durante el almacenamiento es un fenémeno comun
encontrado en diversos tipos de queso fresco, tanto coagulados enzimaticamente como por acidos y
frecuentemente busca evitarse dado que se considera un defecto (Fox et al., 2017). Diversas
soluciones tecnolégicas se han propuesto en este sentido incluyendo la aplicacién de barreras
novedosas de conservacion (Ruiz-Espinosa, 2017) o la incorporacion de ingredientes que permitan
disminuir la pérdida de humedad, como fuentes proteicas de bajo costo con sobresaliente CRA,
capacidad emulsificante y gelificante (Salinas-Valdés et al., 2015), como es el caso de la proteina de
chicharo (Lu et al., 2020).
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Tabla 3.9. Volumen total de sinéresis en PCMs y queso panela tras 14 d de almacenamiento

refrigerado.
Producto Desuerado total (mL)*
Control 29.38 £ 4.92%
4:1 21.75+4.87%
3:1 17.88+2.178

*N =4
A Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05)

Como puede observarse en la tabla previa, los PCMs 3:1 exhibieron una reduccién
significativa (p<0.05) en la pérdida neta de suero (17.88 mL) durante el almacenamiento refrigerado
en comparacién con el control (29.38 mL), aunque los PCMs 4:1 no presentaron cambios
significativos (p<0.05) en esta propiedad en comparacién con el resto de los productos. La pérdida
porcentual de suero por dia de muestreo fue de aproximadamente 50% en cada uno (datos no
mostrados). Considerando que la cantidad de humedad observada en los PCMs en comparacion con
el control fue significativamente mayor (p<0.05) al dia 1 (ver Tabla 3.9) la sinéresis reducida durante
el almacenamiento indica una mayor CRA de la PCh y una microestructura apta para la retencion del
suero, lo cual fue mas evidente en los productos con mayor proporcion de esta proteina (3:1).
Evidencia previa muestra que en sistemas mixtos de PCh con caseina ambas proteinas exhiben un
comportamiento competitivo al gelificar, por lo que tienden a formar redes proteicas independientes
(Lima Nascimento et al., 2023) que pueden atrapar agua en medio de ellas, ayudando a mejorar la
CRA del producto; el incremento en la cantidad de agua estructural en la PCh por los pretratamientos
aplicados y de agua inmovilizada en los poros de la cuajada contribuyen a la reduccion en la sinéresis
de los PCMs (Oliveira et al., 2022).

Las propiedades texturales instrumentales evaluadas en el control y los PCMs se presentan
en las Tablas 3.10- 3.13. La medicidn de las caracteristicas texturales de los quesos y PCMs involucra
la aplicacién de una fuerza sobre una muestra con dimensiones preestablecidas, las cuales se miden
a una tasa de deformacion y temperatura especificas, monitoreando estos cambios a lo largo del
tiempo. La forma en que reacciona el producto a esta fuerza depende de su composicion (% de
humedad, grasa y proteina); microestructura (la distribucion espacial de sus componentes y su nivel
de atraccidon para enlazarse inter e intra molecularmente); macroestructura (la organizacion de sus
macrocomponentes incluyendo particulas de cuajada, depdsitos de aire y corteza y la presencia de
heterogeneidades como grietasy fisuras) y el estado fisicoquimico de sus componentes (razén grasa
solida: liquida, grado de agregacién e hidratacién de la matriz proteica) (Guinee, 2022). Existen
diversas pruebas instrumentales que pueden emplearse para evaluar la textura de estos productos;
el TPA y la evaluacion de suavidad fueron las empleadas en este proyecto.

El TPA es una prueba donde la muestra de producto se somete a una doble compresion para
determinar sus propiedades texturales y funciona como una simulaciéon de su comportamiento
durante la masticacién (Johnson, 2023). Esta prueba puede cuantificar diversos pardametros en un
solo experimento, pero las caracteristicas relevantes para los productos evaluados en este proyecto
fueron dureza, elasticidad, cohesividad y masticabilidad. Los resultados de dureza, la fuerza maxima
obtenida en el primer ciclo de compresidn, se muestran en la Tabla 3.10.
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Tabla 3.10. Evolucion de dureza instrumental [g]
Dias*
Producto 1 7 14
Control 667.65+47.27°  1078.31+71.13% 1804.10 +22.18"
4:1 148.33 +7.28%° 160.24 + 4.74%° 183.44 + 8.45*
3:1 122.34 +9.45% 167.30 + 23.41%° 176.08 + 2.05%°
*N=3
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

Como puede observarse en la tabla previa el control exhibié una dureza significativamente
mayor (p<0.05) en comparacién con los dos PCMs a todos los tiempos de muestreo, mientras que
entre ambos tipos de PCMs no se observé una diferencia significativa entre los valores promedio de
esta propiedad. En cuanto a la evolucién con el tiempo de la dureza para cada tipo de producto es
evidente que la del control se incrementé significativamente conforme aumentaba el tiempo de
almacenamiento refrigerado, mientras que el mismo pardmetro en ambos PCMs no cambid
significativamente con el tiempo; esto se relaciona con los resultados de etapas anteriores, debido a
gue como se ha mencionado, la CRA de los productos se incrementa al agregar PACh, provocando
una reduccion en la dureza. El comportamiento de aumento de dureza con el tiempo de
almacenamiento en quesos frescos como el Panela se ha relacionado con una mayor pérdida de suero
por sinéresis (Guinee, 2016), como se muestra en la Tabla 3.9. La misma tendencia de
comportamiento fue observada por Amador-Espejo et al. (2021), quienes reportaron un aumento en
la dureza de queso panela elaborado con LEB superior al 60% tras 14 d de almacenamiento, aunque
en este caso, el aumento fue sensiblemente mayor para el control (¥170%). En cuanto al
comportamiento exhibido por los PCMs, éste se asemeja parcialmente al reportado por Mazinani et
al. (2020) quienes indican que para productos mixtos tipo queso feta, elaborados por acidificacién y
adicién de renina, todos los PCMs de mezclas de LEB: PACh exhibieron valores de dureza
significativamente menores al control, aunque, a diferencia de los resultados de este proyecto, la
dureza se redujo conforme la proporcién de PChs se incrementaba en la mezcla y los PCMs
aumentaban su dureza durante el almacenamiento refrigerado; en este proyecto, aunque la dureza
de estos productos aumenté en un rango de ~20-40% tras 14 d de refrigeracidn, este no fue
significativo (ver Tabla 3.10). La textura mas suave en los PCMs puede estar relacionada con un mayor
contenido de humedad y menor de caseina en comparacion con el control. Mazinani et al. (2020)
concluyeron que la PCh puede disminuir la dureza de los productos, debido a que impide que se
forme adecuadamente la red de caseina, ademas de que puede colocarse en espacios libres de la red
lactea y hacerla mas débil.

En la Tabla 3.11 se presentan los datos de cohesividad durante el almacenamiento de PCMs
vs control.
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Tabla 3.11. Evolucion de cohesividad instrumental.

Dias*
Producto 1 7 14
Control 0.20 £ 0.03% 0.25 £ 0.01~%® 0.26 +0.01%
4:1 0.23 + 0.01A% 0.21 +0.01%° 0.17 £ 0.01°°
3:1 0.27 £0.03% 0.27 +£0.02% 0.23 +£0.02%

*N=3
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

La cohesividad instrumental en un producto alimenticio hace referencia a qué tanto éste
resiste una segunda deformacién relativa a su resistencia después de una primera compresion
(Johnson, 2023). En quesos, la cohesividad es una propiedad critica, pues nos da idea de la capacidad
gue tiene el producto para mantener su estructura sin desmoronarse cuando se ve expuesto a un
esfuerzo de corte o deformaciéon (Fox et al., 2017). Como puede observarse en la tabla previa, los
valores de cohesividad de los PCMs exhibieron una tendencia significativamente decreciente con el
tiempo de almacenamiento, a diferencia del control, cuyos valores de cohesividad se incrementaron
durante el mismo periodo. Al dia 1 la cohesividad del control fue significativamente menor (p<0.05)
gue la del PCM 3:1, que exhibid el valor mas alto de esta propiedad, aunque no se detectd una
diferencia significativa entre ambos con el PCM 4:1; aunque al dia 7 el PCM 3:1 continud siendo el
mas cohesivo, la tendencia se invirtié al dia 14, donde el valor mas alto de cohesividad lo presenté el
control, aunque sin diferencia significativa con el tratamiento 3:1.

Diversos factores composicionales (contenido de humedad, contenido vy tipo de grasa, la
concentracion de caseina y la razén caseina: suero, pH, concentracién de calcio y sal) y de
procesamiento (particularmente la tasa de acidificacion y el grado de protedlisis) pueden incidir sobre
la cohesividad del queso. Asi, por ejemplo, evidencia previa demuestra que la fusidn de las particulas
de caseina durante la manufactura de quesos lleva a una estructura continua con mayor cohesividad,
formando una masa homogénea como reflejo de la desaparicion de enlaces entre particulas (Guinee,
2016); esto implica que los productos con mayor contenido de proteina tienden a ser mas densos y
cohesivos por la abundancia de enlaces en la red proteica. Los resultados de cohesividad obtenidos
en este proyecto presentan una tendencia opuesta, dado que, en base humeda, el control al dia 1
exhibe el mayor contenido de proteina, mientras que, en base seca, los PCMs y el control no
presentan diferencia significativa (p<0.05), por lo que se presume que otro factor composicional tuvo
una mayor injerencia sobre la magnitud de cohesividad exhibida. El comportamiento observado se
asemeja al del estudio realizado por Salinas-Valdés et al., (2015) quienes elaboraron PCMs tipo queso
panela adicionados con proteina de soya, reportando que las muestras con una mayor cantidad de
proteina vegetal fueron mas flexibles, con valores de cohesividad mas altos.

En este sentido se ha reportado que la cohesividad puede incrementarse al reducirse el
contenido de humedad de los quesos por un aumento en la proporcién relativa de caseinas y de
acidos organicos en productos mas secos (Zheng et al., 2016). Esta tendencia fue observada en el
control, que fue el que tuvo una mayor pérdida de agua por sinéresis durante el almacenamiento y
presentd un incremento en su valor de cohesividad. Adicionalmente, se sabe que un pH mas bajo en
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el queso incrementa las interacciones proteicas y aumenta la cohesividad, fendmeno observado en
el control, como puede constatarse en la Tabla 3.11, aunque la tendencia fue la opuesta para el caso
de los dos PCMs, que también redujeron su pH de manera significativa durante el almacenamiento.
Finalmente, la cohesividad generalmente disminuye al aumentar el porcentaje de grasa por efecto
lubricante (Gunasekaran & Ak, 2003), mismo comportamiento observado en el control al dia 1. Como
puede observarse, los cambios de cohesividad son complejos y las tendencias reportadas para quesos
no necesariamente se adaptan al comportamiento observado en PCMs. Algunos autores mencionan
gue el agregar proteina vegetal a una matriz lactea puede modificar su cohesividad, pues este tipo
de ingredientes no sdélo induce cambios en la calidad y caracteristicas funcionales de los quesos, sino
también promueven una composicion variada en proteinas (Zhang et al., 2023a)

La elasticidad es una propiedad textural donde un sélido regresa a su forma original después
de haber sido deformado en una primera compresion, y tras un tiempo determinado, ha sido
comprimido una segunda vez. Se expresa como la distancia de la altura detectada durante la segunda
compresion dividida entre la distancia de la compresién original (Johnson, 2023). La elasticidad se
considera una propiedad textural esencial del queso panela, que esta relacionada con su capacidad
para recuperar la misma estructura después de una primera mordida (Salinas-Valdés et al., 2015). En
la Tabla 3.12 se observan los datos de elasticidad durante el almacenamiento de PCMs vs control.

Tabla 3.12. Evolucion de elasticidad instrumental.

Dias*
Producto 1 7 14
Control 0.90 + 0.03% 0.92 +0.01% 0.94 +0.01%
4:1 0.43 +0.03°° 0.59 + 0.06"° 0.56 + 0.01*°
3:1 0.37+0.01% 0.40 £ 0.01%¢ 0.44 + 0.00%°

*N=3
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

La adicion de proteina de chicharo provocé una disminucién significativa en los valores de
elasticidad de los PCMs a todos los tiempos de muestreo; en todos los casos, la mayor disminucién
de elasticidad se presentd en los productos con mayor incorporacion de PACh (3:1), aunque las
diferencias soélo fueron significativas con los otros PCMs a los dias 7 y 14 de almacenamiento
refrigerado. De acuerdo con Fox et al. (2016) el contenido de humedad de los quesos y productos
analogos afecta en gran medida su capacidad eldstica; la humedad presente en los quesos actua
como un agente plastificante, incrementando su susceptibilidad a la fractura al ser comprimido y
reduciendo su elasticidad, lo cual estd en concordancia con el contenido incrementado de humedad
de los PCMs (Tabla 3.6). Estos resultados difieren de los reportados por Salinas-Valdés et al. (2015),
quienes elaboraron productos tipo queso panela adicionados con proteina de soya, reportando que
la elasticidad de los PCMs fue similar en todo momento a la exhibida por el queso panela,
independientemente de la concentracion de proteina vegetal afiadida, aunque estos autores usaron
transglutaminasa para favorecer las interacciones interproteicas. Por otra parte, los resultados de
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este proyecto si se asemejan a lo reportado por Lobato-Calleros et al. (2016), quienes afiadieron otro
polimero de distinta naturaleza como la pectina a los PCMs tipo panela, lo cual indujo la formacion
de una matriz mas abierta que disminuy¢ la elasticidad de los PCMs; estos autores argumentan que
este polisacarido puede disminuir la flexibilidad y capacidad de la red proteica después de una
deformacion, probablemente por una interrupcion de las interacciones caseina-caseina en las
cadenas proteicas causadas por la presencia de las moléculas de pectina altamente hidratadas. La
presencia de una red mas abierta debido a la adicién de proteinas no lacteas debilita la textura del
PCM vy altera sus propiedades reoldgicas y texturales incluyendo la elasticidad de quesos (Zhang et
al., 2023a).

Por otra parte, en todos los productos evaluados, la elasticidad, presentd pocos cambios
significativos a lo largo del tiempo de almacenamiento (p<0.05); el control y el PCM 3:1 no
modificaron su elasticidad durante la refrigeracidon, mientras que el PCM 4:1 la incrementd
significativamente (p<0.05). Los quesos pueden llegar a modificar sus valores de elasticidad durante
el almacenamiento refrigerado dependiendo del nivel de pH, el grado disociacién de fosfato de calcio
coloidal y la proporcién de caseina que permanece intacta (USDEC, 2017); el factor mas importante
gue produce un cambio en la elasticidad de los quesos durante el almacenamiento es el grado de
protedlisis de la caseina, la cual es afectado predominantemente por la maduracién; debido a que
los quesos y PCMs elaborados fueron frescos, un cambio minimo en la elasticidad era esperado. Se
ha reportado que un producto con pH en el rango de 5.2 a 5.6 puede exhibir una fractura marcaday
un ligero incremento en la elasticidad (Bansal & Veena, 2024), lo cual puede explicar el
comportamiento del PCM 4:1 a partir del dia 7.

En la Tabla 3.13 se observan los valores de masticabilidad para los PCMs y queso panela
manufacturados y su evolucion durante el almacenamiento refrigerado.

Tabla 3.13. Evolucion de masticabilidad instrumental [g]

Dias*
Producto 1 7 14
Control 121.86+27.66%  245.44 +19.11%  444.56 + 20.75"
4:1 14.82 + 2.34%° 20.21 £ 3.75% 17.25 £2.27%°
3:1 11.53 £0.37%° 18.91 + 2.58"° 18.63 +1.317°

*N=3
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

La masticabilidad se aplica sélo a productos sélidos; este pardmetro se obtiene de manera
indirecta y se calcula multiplicando dureza x elasticidad x cohesividad (Johnson, 2023); puede
definirse también como la energia requerida para masticar el queso hasta que sea adecuado para
deglutir; por ende, mientras mayor sea este valor, mas alta sera la resistencia del producto a
romperse tras la masticacion (Fox et al.,, 2017). Como puede observarse en la Tabla 3.13, la
masticabilidad del control fue significativamente mayor (p<0.05) que la de los PCMs, a todos los
tiempos de muestreo, mientras que esta propiedad no varid significativamente con la cantidad de
PACh afiadida, pues los PCMs no exhibieron diferencia significativa entre si a ningun tiempo de
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muestreo. Ademads, dado que la masticabilidad se encuentra fuertemente correlacionada con los
valores de dureza (Zisu & Shah, 2005), ésta se incrementé en el control durante el almacenamiento,
siguiendo una tendencia similar a la observada en estos productos con la dureza (ver Tabla 3.10). De
manera andloga, Lobato-Calleros et al. (2006) elaboraron un PCM tipo queso panela de leche
descremada adicionada con pectina, reportando que la inclusion de este polisacarido disminuia la
dureza del producto, impactando indirectamente en la magnitud de su masticabilidad; la
masticabilidad puede estar también influenciada por la estructura y la fuerza de los enlaces internos
de las muestras debido a su perfil de aminodacidos vy a las interacciones que éstos pueden establecer
(Salinas-Valdés et al., 2015); asi, la inclusién de un polimero ajeno a la estructura usual de la cuajada,
como la PACh pudo alterar el tipo y magnitud de estos enlaces y, en consecuencia, reducir el valor de
masticabilidad en PCMs.

Amador-Espejo et al. (2021) indican que algunos parametros de textura del queso panela
pueden cambiar a lo largo del tiempo, especialmente dureza y masticabilidad; ademds, reportaron
una relacion directa entre estos dos parametros, especialmente por la pérdida de humedad vy
concentracion de proteina, independientemente del pretratamiento de la leche para elaborar los
productos. Las proteinas poseen una importancia determinante en la textura de los quesos, dado que
representan el principal componente de la fase sélida del producto. Por tanto, cualquier modificacion
relativa al contenido o la naturaleza de la proteina en un queso modificara su textura.

Finalmente, un término textural que puede ser importante para caracterizar a los quesos es
la gomosidad; a priori, este parametro no se contempld en este proyecto, dado que es mutuamente
excluyente de la masticabilidad, debido a que un producto no puede ser sdlido (masticable) y
semisolido (gomoso) a la vez (Johnson, 2023); la gomosidad se refiere a la energia requerida para
desintegrar un alimento semisdlido hasta que esté apto para deglutir (Fox et al., 2017). Considerando
sus caracteristicas tipicas y numerosas referencias previas que emplean a la masticabilidad como el
parametro apropiado para describir al queso panela, éste se utilizd en este proyecto, sin embargo,
dadas las caracteristicas diferentes y funcionalidades Unicas que exhibieron los PCMs elaborados se
sugiere tomar en cuenta la evaluacién de la gomosidad en investigaciones futuras.

Los valores de pH de los PCMs comparados con el queso panela control al inicio y al final del
periodo de almacenamiento se muestran en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14. Evolucidon de pH de PCMs vs control durante su almacenamiento refrigerado.

Dias*
1 7 14
Control 6.71+0.13" 6.29+0.078% 5.80+0.03%
4:1 6.76 + 0.07"® 6.18 £ 0.01% 5.50 + 0.08
3:1 6.79 £ 0.07% 6.31+0.09% 5.75+0.27%°

*N =4
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)
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Como puede observarse en la tabla previa, los valores de pH para queso panela y PCMs se
redujeron significativamente (p<0.05) durante el almacenamiento, aunque no se presentaron
diferencias significativas entre los productos en cada tiempo de muestreo, con excepcién del control
y el PCM 4:1 a los 14 dias de refrigeracion. No se observd un cambio en el pH al incrementar la
concentracion de PACh en el producto. Dicho comportamiento difiere de los resultados de Mazinani
et al. (2020), donde al afiadir una mayor concentracién de PACh a los PCMs tipo queso feta, el pH
disminuyd en mayor magnitud desde la primera medicién y durante 30 d de almacenamiento
refrigerado.

Los quesos pueden exhibir una disminucién de pH durante su almacenamiento refrigerado
debido a la influencia de diversos factores, incluyendo fermentacion de bacterias acidolacticas
(particularmente en quesos frescos, que poseen una cantidad elevada de lactosa residual), por
procesos lipoliticos (la hidrdlisis de triglicéridos genera produccién de &cidos grasos) y por
metabolismo secundario de compuestos generados por protedlisis (Fox & McSweeney, 2017),
aunque probablemente en queso panela el primer mecanismo es el predominante. En este sentido,
Parra-Ocampo et al. (2020) reportaron una reduccién en el pH de queso panela de 6.5 a 4.89 tras 15
d de almacenamiento refrigerado, atribuyéndolo al crecimiento de bacterias acidolacticas
sobrevivientes al proceso térmico de leche o que pueden introducirse al producto por contaminacion
postproceso, como especies de diversos géneros como Lactobacillus sp y Lactococcus sp. Por su
parte, Amador-Espejo et al. (2021) reportan valores mas bajos de pH al dia 1 (6.38+0.02) en queso
panela, aunque al dia 14, a diferencia de lo aqui reportado (una disminucion de ~0.9 unidades), no
observaron cambios significativos en el pH de la muestra (6.36+0.08). Los cambios en pH durante el
almacenamiento pueden afectar la microestructura de los quesos, y, por lo tanto, sus caracteristicas
texturales y tecno-funcionales, tanto positiva o negativamente. El pH incide altamente sobre la
proporcion de fosfato y iones de calcio en la cuajada, la retencién de quimosina y pepsina, asi como
la tasa de sinéresis y la composicion (particularmente, el porcentaje de humedad), parametros que
determinan la estructura basica del queso, en particular por su efecto sobre la solubilizacion de
fosfato de calcio coloidal e incremento en la tasa de rearreglos dentro de la matriz proteica (Bansal
& Veena, 2024, Watkinson et al., 2011). Un pH en el rango de 5.2-5.6, como aquel exhibido por los
PCMs al dia 14, puede producir quesos con fracturas marcadas y un ligero incremento en elasticidad.

Se ha reportado que la adicién de proteinas vegetales a quesos analogos puede alterar la
magnitud del pH y su evoluciéon durante el almacenamiento refrigerado. De acuerdo con los
resultados de Oliveira et al., (2022), al incrementar el contenido de PACh en mezclas con proteina
lactea empleada para elaborar geles puede provocar un ligero aumento del pH en productos
elaborados con sdlo proteina lactea (lo que también se observa en la Tabla 3.14 al dia 1, aunque sin
que dicha diferencia sea significativa).

Entre los atributos de calidad que pueden determinar la aceptacién de un producto se
encuentra el color; debido a que puede poseer una gran influencia en el juicio de los consumidores
al adquirir un producto (McSweeney, 2007f). El color es la sensacién experimentada por un individuo
cuando la energia radiante dentro del espectro visible (380 -770 nm) cae en la retina del ojo; para
gue este fendmeno ocurra es importante que se presente un objeto con color, luz en la region del
espectro visible y un observador (Wrolstad & Smith, 2017).
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Los valores de luminosidad (L) obtenidos en la determinacién de color triestimulo de PCMs vs control
al dia 1y durante el almacenamiento refrigerado se presentan en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15. Evolucidn de L de PCMs vs control durante almacenamiento refrigerado.
Dias*
1 7 14
Control = 84.02 +0.63" 82.99+0.92%®  83.33+1.38"

4:1 80.99 +1.27%%® 7944 +0.59%°  81.62 + 0.69"°

3:1 80.63 £ 0.67%° 77.70 + 1.58%  81.22 + 1.46*°
*N=9
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

Sin importar el dia de muestreo, los valores de L del control fueron significativamente
(p<0.05) mas altos que los de los PCMs. Ademds, en términos generales, L disminuyd levemente a los
7 dias de almacenamiento, para volver a incrementarse a los 14 d, aunque no en todos los casos el
cambio observado fue significativo (p<0.05). El valor reducido en L en los PCMs puede atribuirse a
varios factores, incluyendo al tamafio de particula de las proteinas de chicharo y a la presencia de
pigmentos en el aislado proteico. La luminosidad de una PACh amarillo es de ~70, aunque puede
haber variaciones atribuibles al método de secado de la proteina, al tipo de cultivo y la naturaleza de
los compuestos fendlicos presentes en las leguminosas (Asen et al., 2023).

Diversos factores influencian el valor de L en quesos, incluyendo los porcentajes de humedad
y grasa en el producto; la microestructura del queso (en particular en cuanto a la uniformidad del
arreglo de las proteinas), el pH y la presencia de compuestos coloridos, usualmente provenientes de
la alimentacion del ganado. L toma valores de 100 cuando el producto tiende a ser blanco y O cuando
se aproxima al color negro. El queso panela usualmente posee valores altos de L debido al bajo
contenido de grasa, en comparacidén con otros estilos de queso; los quesos mas altos en grasa
usualmente desarrollan colores mds amarillos por la mayor concentracién de pigmentos liposolubles
como los carotenos. Los valores de L de queso panela se encuentran en el rango obtenido en otras
investigaciones previas. Asi, Amador-Espejo et al., (2021), reportan valores promedio de L de 80.06,
mientras que Caro et al.,, (2014) indican que el valor L promedio fue de 88.3. Variaciones de este
parametro en el control pueden atribuirse al nimero de particulas en leche capaces de dispersar la
luz, especialmente caseinas (Oliveira et al., 2022). De manera similar a lo aqui reportado, Mazinani et
al. (2020) obtuvieron valores de L de PCMs elaborados con PACh por debajo de aquella del control a
todos los tiempos de muestro (1-30 d); sin embargo, a diferencia de este trabajo, estos autores
reportan valores de L en un rango ligeramente menor al dia 1 (86.66) y observaron una reduccion
significativa de luminosidad con el tiempo y al incrementar el contenido de PACh en el PCM,
atribuyéndolo a la mayor proporcion de pigmento presente en la PACh. Los resultados de un
incremento en L podrian estar relacionados positivamente con un incremento en la humedad del
producto, es decir del dia 7 al 14 (Caro et al., 2014).

Como se menciond antes, el pardmetro a abarca colores que van desde verde (-a) hasta rojo
(+a); el valor de a al dia 1 fue positivo, lo que se relaciona con la presencia de pequefias cantidades
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de carotenoides que pueden aportar tonalidades naranjas o rojizas y a cantidades remanentes de
lactoferrina en la LEB (Oliveira et al., 2022). Por otra parte, el incremento de a en el control a lo largo
del almacenamiento del control coincide con los resultados de Ramirez-Lopez & Veléz-Ruiz (2018),
guienes mencionan un incremento en dicho valor en mediciones de color en almacenamiento de
gueso panela, probablemente relacionada a la concentracion de sélidos durante el almacenamiento.

Tabla 3.16. Evolucidn de a de PCMs vs control durante almacenamiento refrigerado.

Dias*
1 7 14
Control 0.39+£0.13% 0.54 +0.04°° 0.70 £ 0.07%¢
4:1 1.36+0.10% 1.54 + 0.09% 1.56 + 0.13*°
3:1 1.44 +0.06% 1.61+0.08" 1.70 £ 0.08"

*N=9
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

De acuerdo con la Tabla 3.16, se muestran diferencias significativas (p<0.05) entre el control
y los PCMs al dia 1, lo que demuestra que cuando se agrega PACh a la LEB, se obtiene un producto
mas rojo. Sabemos que el aislado de PCh que se empled en el proyecto fue obtenido a partir de
chicharo amarillo, un estudio (Asen et al., 2023) reporta que el valor de a de un aislado de esta
leguminosa es de 2.21, por lo tanto, se puede afirmar que los pigmentos del aislado, incluyendo
diversos tipos de carotenoides (Kan et al., 2018) influyeron en el color de las muestras. Se aprecia
que el valor de a incrementa al agregar una mayor concentracién de PACh en los productos, debido
a un mayor numero de pigmentos por unidad de masa. Durante el almacenamiento, se aprecia un
incremento del valor de a en los PCMs, lo que coincide con los resultados de Mazinani et al. (2020),
guienes mencionan que los carotenoides principales que posee el chicharo son xantdfilos, y pueden
encontrarse en remanentes de la testa de la semilla, y por lo tanto en la PACh.

Tabla 3.17. Evolucidn de b de PCMs vs control durante almacenamiento refrigerado.

Dias
1 7 14
Control  11.61+0.74%  12.73+0.42"° 12.79 +0.62%°
4:1 13.49 £0.95%  14.62 +0.67%® 14.77 £0.91%
3:1 13.89 £0.55% = 15.00 £0.35%®  15.34 + (.64

*N=9

A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)

@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

El pardametro b estd asociado con la presencia o ausencia de moléculas que reflejan el color

amarillo o azul. En el caso de la leche, los carotenoides estan asociados con la proporcién de grasa,
ya que son los responsables de la tendencia hacia el amarillo; por su parte, el color azul puede estar
asociado a la presencia de antocianinas (Kan et al., 2018). Por lo tanto, un valor mas alto de b en un
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gueso panela se puede atribuir a una mayor concentracién de grasa en la muestra (Oliveira et al,,
2022). De acuerdo con los resultados de Amador-Espejo et al. (2021), se observa un incremento de
b durante el almacenamiento en refrigeracién de queso panela, lo que coincide con nuestros
resultados. La Tabla 3.17 muestra que los tres productos evaluados presentaron el mismo
comportamiento, aunque los valores de b de los PCMs fueron, evidentemente mayores con respecto
del control. Un estudio indicd que el valor de b de una PACh amarillo fue de 19.25 (Asen et al., 2023),
lo que puede relacionarse con un incremento en la concentracion de pigmentos amarillos en los
PCMs finales; a conclusiones similares llegaron Omrani Khiabanian et al., (2019) quienes reportaron
gue al incrementar la cantidad de PACh en quesos feta adicionados con PCh el valor de b increment®é.
Esto coincide con lo aqui observado, aunque no se mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre
ambos PCMs a lo largo del tiempo; por otro lado, se aprecia que a partir del dia 7, hubo un incremento
significativo (p<0.05) en el pardmetro b de ambos PCMs.

En la Tabla 3.18 se presentan los valores de hue para los productos evaluados. El valor del
angulo hue depende de los valores de a y b. En el sistema de plano cartesiano, 0° representa rojo,
90° representa amarillo, 180° verde y 270° azul (Wrolstad & Smith, 2017), por tanto, podemos afirmar
gue el control tiende a ser mas amarillo que el resto de las muestras, debido a que en todos los dias
de medicidn se observé una diferencia significativa (p<0.05) entre los PCMs y el queso panela. Esto
puede deberse a la presencia de diferentes niveles y tipos de carotenoides en las muestra (Kan et al.,
2018). Durante el almacenamiento, ademas, no se mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre
las mediciones a lo largo del tiempo en el control; esta tendencia se asemeja a la obtenida por
Amador-Espejo, et al., (2021), aunque los valores obtenidos por dichos autores fueron aprox. 3 > mas
bajos, lo que puede indicar una mayor concentracion de grasa en nuestra materia prima.

En cuanto a las muestras de PCMs, observamos que no presentan diferencias significativas
entre ambos ni a lo largo del almacenamiento; sin embargo, es importante mencionar que pueden
contener una menor cantidad de carotenoides debido a una menor proporcién de grasa en el
producto como indica la Tabla 3.7. A pesar de lo anterior, podemos decir que los tres productos
presentan un valor del dngulo hue localizado en el cuadrante amarillo, como se esperaba para este
tipo de productos (Ramirez-Lépez & Veléz-Ruiz, 2018).

Tabla 3.18. Evolucién de Hue de PCMs vs control durante almacenamiento refrigerado.
Dias*
1 7 14
Control = 88.11+0.01% 87.56+0.00"® @ 86.86 +0.01%

4:1 84.20 +0.06"° 83.99 +0.03"°  83.97 +£0.04"°

3:1 83.87+£0.03"° 83.67 +£0.02*° = 84.09 + 0.03"°
*N=9
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

En la Tabla 3.19 se observa la evolucion de chroma durante el almacenamiento de quesos
panela vs PCMs. El valor de chroma incrementa cuando aumenta la concentracion de los pigmentos,
y disminuye cuando la muestra se vuelve mas oscura (Wrolstad & Smith, 2017), ademas, se ha
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reportado que un incremento en el valor de chroma puede ocasionarse en consecuencia de un
aumento de ay b (Ramirez-Lépez & Veléz-Ruiz, 2018). Ruiz-Espinosa (2017) reportd valores de C de
gueso panela en almacenamiento, observé un incremento a lo largo de 21 dias, aunque sin diferencia
significativa (p<0.05). Dicha tendencia coincide con la de este proyecto, aungque es importante
mencionar que si se encontré una diferencia significativa (p<0.05) entre el dia 1y 7 en todas las
muestras; lo que puede indicar que en los primeros 7 dias de almacenamiento hubo una
concentracion de las moléculas en los PCMs, que puede relacionarse a una disminucion en la
humedad. Se observa que chroma sigue una tendencia similar que b (Tabla 3.17), por lo que es
posible que los pigmentos que influyen en b incidan directamente también en el valor de chroma.

Tabla 3.19. Evolucién de chroma de PCMs vs control durante almacenamiento refrigerado.
Dias
1 7 14
Control 11.62+0.75%° 12.74 +£0.43"°* 12.81+0.62*°

4:1 13.56 +0.94% 14.70+0.67%°  14.85+0.92*°

3:1 13.97 £0.55%  15.08 +0.35% = 15.43 +0.64"
*N=9
A Mayusculas diferentes en la misma fila representan una diferencia significativa (p<0.05)
@ Minusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

3.4. ETAPA IV Anilisis Sensorial Descriptivo de textura de PCMs

Aunque existen tres diferentes planteamientos para identificar los distintos tipos de quesos,
el principio de textura, el cual estd ampliamente determinado por el % de humedad y contenido de
grasa, suele ser el principal; de acuerdo con este parametro los quesos pueden ser descritos como
duros, semiduros y suaves. El siguiente método de clasificacidn suele ser el tipo de coagulacion, en
el que la mayoria puede identificarse como quesos coagulados con cuajo; y finalmente, los productos
tipo queso son clasificados en un grupo por separado (McSweeney, 2007b). Por lo tanto, al agregar
PACh a la formulacion de un queso, seglin SAGARPA (2018), éste ya no puede denominarse como tal,
por ende, no podemos clasificar a dicho producto de acuerdo con los regimenes impuestos para los
guesos; a pesar de que el procedimiento de manufactura es igual al de un queso panela, el contenido
de humedad fue mayor y el de grasa menor. Por lo tanto, se decidid aplicar una prueba de andlisis
descriptivo a los PCMs para establecer posibles diferencias texturales de acuerdo con la cantidad de
PACh incorporada. De acuerdo con lo anterior, podemos decir que una evaluacion sensorial puede
llevarse a cabo para verificar caracteristicas perceptibles entre dos o mas productos y como éstas
pueden ser descritas y cuantificadas, ademas de si los consumidores las encuentran aceptables o no.
Existen diversos métodos de analisis descriptivo, dentro de los cuales se encuentra el método
Spectrum®, que involucra y define una terminologia o vocabulario mediante el cual se describen las
caracteristicas sensoriales de un producto; este método tiene como objetivo entrenar a un grupo de
individuos para operar como un instrumento que identifique atributos sensoriales (Drake, 2022).

El método Spectrum® es pragmadtico pues proporciona guias para el disefio de un
procedimiento de perspectiva para una categoria de productos; y se emplea para un mejor
entendimiento de las propiedades sensoriales de él. Las recomendaciones obtenidas en este método
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pueden ayudar a formular nuevos productos o mejorar los actuales. Este método puede aplicarse a
un producto o una variedad de ellos, los cuales pueden ser descritos en términos de apariencia,
aroma, sabor, flavor, textura o caracteristicas de sonido.

El entrenamiento del panel ayuda a formar un equipo que se desempefie de manera
independiente, debido a que el entrenador ayuda a construir la confianza del panel, ademas, en dicho
método es esencial emplear términos técnicos que puedan ser relacionados directamente a los
ingredientes y el proceso de acuerdo con la quimica del alimento. Es importante mencionar que un
panelista entrenado no necesita ser consumidor del producto a evaluar, y que la familiaridad con él
no influye en las habilidades de descripcidn y analisis de los panelistas. Este método puede ejecutarse
como un consenso o0 no, aunque la mayoria de los usuarios lo emplean para recolectar datos
individuales. Los datos obtenidos en un consenso ofrecen la flexibilidad de tener discusiones criticas
sobre los atributos y la percepcidn de la intensidad, lo que lleva a perfiles mas precisos y permiten a
cada panelista afinar y mejorar sus habilidades de degustacion, ya que algunos integrantes pueden
presentar confusiones, y es posible emplear las habilidades de todo el grupo para asignar los términos
apropiados. Vale la pena sefialar que el realizar consensos en la prueba sensorial no exime aplicar
anadlisis estadisticos en esta etapa, lo que indica que aun asi pueden existir variaciones en los
resultados de cada juez (Meilgaard et al., 2016).

Con base en lo descrito anteriormente, la Tabla 3.20 presenta los resultados del analisis
sensorial descriptivo desarrollado para los PCMs elaborados en el presente proyecto.

Tabla 3.20. Andlisis Sensorial descriptivo de pardmetros de textura en PCMs elaborados con

PACh.
Dureza Cohesividad Fuerza de compresion Adhesividad
4:1 1.82 £0.25* 6.07 £0.27% 1.89+0.294 2.64+0.318
3:1 1.46+0.138 6.28 +1.07* 1.36 £ 0.508 3.04+0.31%

*N =14
A Mayusculas diferentes en la misma columna representan una diferencia significativa (p<0.05)

El primer parametro evaluado fue la dureza, que se refiere a la fuerza requerida para
comprimir la muestra en la primera mordida. De acuerdo con la Tabla 3.20, podemos decir que la
dureza detectada por el panel sensorial es mas cercana a la del queso crema (1) que a la del huevo
cocido (2.5), especialmente cuando se incrementa la cantidad de PACh en el PCM, en la escala
empleada de 1 a 14.5 puntos, la dureza con molares detectada fue baja. El queso crema es un lacteo
acido que se considera fresco, posee una textura cremosa y untable (Bryant & Steffe, 1995), por
consiguiente, los PCMs muestran este tipo de caracteristicas, debido a que como se ha discutido
anteriormente, es posible que las PChs intervinieran en las cadenas de caseina formadas en la
cuajada, formando un gel mas blando que el de un queso panela.

El siguiente pardmetro fue la cohesividad, este término se refiere al grado en el cual la masa
se mantiene junta después de la masticacion (Meilgaard et al., 2016). Se observa que a pesar de que
no existe diferencia significativa entre la cohesividad de la muestra de 4:1y 3:1, al agregar una mayor
cantidad de PACh se obtiene un producto ligeramente mds cohesivo. Los champifiones que se
emplearon para realizar la medicién de cohesividad (nivel 4) fueron de la especie Agaricus bisporus
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(champifion comun fresco); su textura se ha catalogado como blanday jugosa (Jaworska et al., 2010),
por lo que después de la masticacién su cohesividad puede ser intermedia; por otro lado, el queso
amarillo (nivel 9) ha sido descrito como viscoeldstico y gomoso; ambos PCMs se encontraron con
caracteristicas de cohesividad mas parecidas al champifién en una escala de 1 a 15, por lo que
podemos decir que sensorialmente posee una cohesividad intermedia baja. Algunos autores han
mencionado que el valor de cohesividad de quesos bajos en grasa puede ser mayor al valor de
cohesividad de quesos con alto contenido de grasa, aunque la diferencia puede no ser significativa
(p<0.05) (Koca & Metin, 2004) como se ha comentado anteriormente, agregar ingredientes de origen
vegetal en lacteos no sélo induce cambios en la calidad sino también en caracteristicas funcionales
de los alimentos (Zhang et al., 2023a). Se evaludé también la fuerza de compresién con dedos, que se
refiere a la fuerza requerida para comprimir el producto entre los dedos pulgar e indice (Meilgaard
et al., 2016); los resultados indican que dicha fuerza necesaria para deformar a la muestra 3:1 fue
menor en comparacion con los mini bombones (nivel 1.5), pero la muestra 4:1 fue mayor que dicho
producto; se muestran diferencias significativas (p<0.05) entre ambos productos, un valor de fuerza
de compresion tan bajo puede estar relacionado a la cantidad de humedad que contienen los PCMs,
de acuerdo con la tabla 4.3, el contenido de agua que poseen dichos productos es alto, lo que puede
relacionarse también con la dureza con molares reportada en este mismo punto (Guinee, 2016). Por
ultimo, se evalud la adhesividad de los PCMs, esta se refiere a la fuerza necesaria para remover la
muestra de los dientes empleando la lengua (Meilgaard et al., 2016); de acuerdo con la tabla previa,
la adhesividad muestra diferencias significativas (p<0.05) entre ambos productos, la adhesividad de
los quesos puede ser menor al disminuir el contenido de grasa, lo que estd relacionado con una matriz
proteica mas abierta debido a un menor contenido de grasa; cuando la matriz se vuelve mas
compacta, los quesos pierden adhesividad. Al poseer un mayor contenido de humedad, las proteinas
pueden degradarse durante el almacenamiento, y volverse mas adhesivos (Bryant & Steffe, 1995).

Para visualizar mas claramente si existian posibles diferencias entre los perfiles texturales de
los PCMs elaborados se presentan los atributos evaluados en un grafico de arafia que se muestra en
la Figura 3.4; como puede observarse, ambos PCMs presentan un perfil textural muy similar.

Dureza
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0

.1-0" Seea,, coe@eoe ]

Adhesividad o 0.0 “*=+:® Cohesividad

ogzttt”’ cec@eee 3l

Fza Compresion

Figura 3.4. Perfil de textura sensorial de PCMs elaborados con mezclas de LAB y PACh.
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4. Conclusiones y Trabajo Futuro

1. Encuanto a las condiciones de proceso requeridas para maximizar la solubilidad de PACh en
medio acuoso tras ser sometida a un preproceso con pH shifting y UAI se obtuvo que la
concentracion de aislado més adecuada fue del 5% (p/p) empleando un tiempo de sonicacidon
de 6 min. Con dichas condiciones se logré incrementar la solubilidad de la PACh casi 8 veces,
de ~ 8% hasta ~65% (p/p). Esto demuestra la viabilidad de emplear estos tratamiento en
conjunto para obtener un aislado tecnoldgicamente mas funcional y apropiado para
emplearse como ingrediente alimenticio.

2. La capacidad de retencién de agua y la firmeza de gel probaron ser variables predictivas
apropiadas para establecer la viabilidad de elaborar productos coagulados con mezclas de
leche y proteina aislada de chicharo pretratada, asi como para observar posibles diferencias
entre los geles mixtos elaborados con razones de mezcla leche: PACh de 4:1y 3:1y el control
de LEB. En términos generales la adicion de proteina vegetal a la leche provocd un
ablandamiento generalizado de los geles debido a una mayor capacidad de éstos para captar
agua.

3. El proceso de elaboracién de productos coagulados mixtos de leche con PACh presentd
diferencias importantes en comparacion con el procedimiento tradicional para fabricar
queso panela, con incrementos significativos en el tiempo de coagulacion y el pH de
desuerado, aunque el rendimiento final no se vio modificado. Los PCMs 4:1 y 3:1 no
presentaron variaciones en el contenido neto de proteina y humedad, aunque, en
comparacién con el control retuvieron mds proteina y menos grasa, y exhibieron menos
sinéresis, lo que conduce a pensar que la adicién de PACh modificd la microestructura del
producto. El control fue sensiblemente mas duro, eldstico y masticable que los PCMs y su
dureza tendid a incrementarse con el tiempo de almacenamiento por la mayor pérdida de
humedad en refrigeracion. En comparacién con los PCMs, el control fue mas luminoso,
menos amarillo y rojo que los PCMs y en consecuencia exhibieron valores mas altos de hue
y menores de chroma, con variaciones moderadas durante su almacenamiento. En términos
generales, los PCMs resultaron ser productos sensiblemente diferentes al queso panela, con
caracteristicas de calidad muy distintas y, por ello, se considera que son productos que
pueden tener usos distintos a los tradicionales del queso fresco.

4. La técnica de andlisis sensorial descriptivo de Spectrum® resultd apropiada para evaluar la
textura de los PCMs elaborados, los cuales presentaron un perfil textural Unico en
comparaciéon con el esperado por el producto control, lo cual lleva a pensar que la
metodologia desarrollada permitird obtener productos coagulados con funcionalidades y
usos diferentes a los esperados de un queso fresco coagulado enzimaticamente.
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Con base en lo reportado y en pruebas alternas realizadas a lo largo del desarrollo de este
proyecto, se visualizan las siguientes posibilidades de trabajo futuro.

1.

Explorar el uso del ultrasonido de potencia como herramienta para tratar la mezcla de LEB:
PACh para observar como se modifican las caracteristicas del gel y de los PCMs elaborados.
Ahondar en los andlisis espectrales de FTIR-ATR de las muestras, introduciendo nuevas
técnicas de procesamiento matematico de datos para intentar aclarar sefiales superpuestas
o distorsionadas y permitir identificar mds claramente picos que contribuyan a identificar la
presencia de proteinas vegetales en los geles mixtos y sueros.

Realizar pruebas reoldgicas en los geles elaborados para observar cambios en el
comportamiento de coagulacién de las mezclas hibridas en comparacion de aquellos
elaborados con leche Unicamente.

Considerando las caracteristicas texturales de los PCMs resultantes, explorar su elaboracién
empleando una tecnologia mas simple de fabricacion de quesos, como la coagulacién acida,
dado que la consistencia se asemeja mas a la de un queso no estructurado que a la de un
gueso coagulado enzimdticamente.

Realizar un estudio con microscopia electréonica de barrido para observar diferencias
microestructurales entre los PCMs y el control.

Realizar pruebas sensoriales de los productos evaluados con consumidores, para establecer
un nivel de aceptabilidad de los PCMs.
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6. Anexos

Anexo | Curva patrén
T = 0.0703t + 20.213

Donde:

T = Temperatura [°C]
t =Tiempo [s]
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Comportamiento del aumento de Temperatura con respecto al tiempo en el tratamiento de UAI
para PACh 5%.
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Anexo lll Grasa y proteina retenidas

La siguiente férmula se adaptd de Banks (2007) para calcular el % de grasa retenida en el control y
PCMs.
peso del queso X cgq

% Grasa retenida = x 100
peso de la mezcla X cgm

De forma andloga, se calculd el % de proteina retenida mediante la siguiente ecuacion para los
mismos productos.

peso del queso X cpq

% Proteina retenida = x 100
peso de la mezcla X cpm

Donde:

Cgq = Contenido de grasa en el queso

Cgm = Contenido de grasa en la mezcla (o leche)
Cpq = Contenido de proteina en el queso

Cpm = Contenido de proteina en la mezcla (o leche)
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Anexo IV Composicion de mezclas y leche en base seca

Componente en Control 4:1 3:1 Relacidn con el control
base seca

PACh 0.00 8.65 11.15 4:1 (%) 3:1(%)
Caseina 17.86 16.03 15.50 89.74 86.77
pr OZ‘Z’ZZJS de 4.46 4.01 3.87 89.74 86.77
Grasa 34.28 31.07 30.15 90.65 87.94
Carbohidratos 37.75 34.26 33.25 90.75 88.08
Cenizas 5.65 5.98 6.08 105.93 107.65
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Anexo V Analisis Estadisticos
V a — Solubilidad de PACh en medio acuoso
General Linear Model: Solubilidad versus Tiempo, % PACh

Method
Factor coding (-1, 0, +1)

Factor Information

Factor Type Levels Values
Tiempo Fixed 3 0, 3, 6
% PACh Fixed 2 3, 5

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tiempo 2 0.16327 0.081637 24.64 0.000
% PACh 1 0.03652 0.036515 11.02 0.004
Tiempo*$% PACh 2 0.01949 0.009747 2.94 0.078

Error 18 0.05964 0.003313

Total 23 0.27892

Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0575599 78.62% 72.68% 61.99%

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Solubilidad, Term = Tiempo
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tiempo N Mean Grouping
6 8 0.573385 A

3 8 0.450213 B

0 8 0.373108 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Solubilidad, Term = % PACh
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

% PACh N Mean Grouping
5 12 0.504575 A
3 12 0.426563 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Solubilidad, Term = Tiempo*% PACh
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tiempo*

% PACh N Mean Grouping
6 5 4 0.649247 A

6 3 4 0.497523 B
35 4 0.456665 B C
33 4 0.443762 B C
05 4 0.407812 B C
0 3 4 0.338403 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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V b — Ponderado de Firmeza de gel

One-way ANOVA: Ponderado fuerza versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 0.07132 0.071324 52.27 0.000
Error 22 0.03002 0.001365
Total 23 0.10135
Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
0.0369411 70.38% 69.03% 64.75%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 12 0.6301 0.0371 (0.6079, 0.6522)
4:1 12 0.7391 0.0368 (0.7170, 0.7612)
Pooled StDev = 0.0369411

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
4:1 12 0.7391 A
3:1 12 0.6301 B

Means that do not share

V ¢ — Ponderado de prueba de Bloom

a letter are significantly different.

One-way ANOVA: Ponderado Bloom versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value
Tratamiento 1 0.1278 0.127782 27.34
Error 22 0.1028 0.004673
Total 23 0.2306
Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0683612 55.41% 53.39% 46.94%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95%
3:1 12 0.6029 0.0540 (0.5620,
4:1 12 0.7489 0.0802 (0.7080,
Pooled StDev = 0.0683612

Tukey Pairwise Comparisons

P-Value
0.000

CI
0.6439)
0.7898)

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
4:1 12 0.7489 A
3:1 12 0.6029 B

Means that do not share

a letter are significantly different.
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V d — Ponderado de Area
One-way ANOVA: Ponderado area versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 0.000032 0.000032 0.00 0.950
Error 22 0.178387 0.008109

Total 23 0.178419

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.0900472 0.02% 0.00% 0.00%

Means

Tratamiento N Mean StDev 95% CI

3:1 12 0.7014 0.0457 (0.6475, 0.7553)
4:1 12 0.6991 0.1189 (0.6452, 0.7530)

Pooled StDev = 0.0900472

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
3:1 12 0.7014 A
4:1 12 0.6991 A

Means that do not share a letter are significantly different.

V e — Ponderado de CRA
One-way ANOVA: Ponderado CRA versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 0.007252 0.007252 10.89 0.003
Error 22 0.014655 0.000666

Total 23 0.021907

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0258096 33.10% 30.06% 20.39%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 12 1.20377 0.01678 (1.18831, 1.21922)
4:1 12 1.16900 0.03241 (1.15355, 1.18445)

Pooled StDev = 0.0258096

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
3:1 12 1.20377 A
4:1 12 1.16900 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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V f — Cantidad de proteina de suero en geles enzimaticos mixtos de LEB: PACh.

One-way ANOVA: Proteina versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 3.72738 1.86369 2241.66 0.000
Error 45 0.03741 0.00083

Total 47 3.76479

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
0.0288338 99.01% 98.96% 98.87%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 16 2.41688 0.03301 (2.40236, 2.43139)
4:1 16 2.57375 0.03052 (2.55923, 2.58827)
Control 16 3.07063 0.02175 (3.05611, 3.08514)

Pooled StDev = 0.0288338

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 16 3.07063 A

4:1 16 2.57375 B

3:1 16 2.41688 C

Means that do not share a letter are significantly different.

V g — Cantidad de grasa de suero en geles enzimaticos mixtos de LEB: PACh
One-way ANOVA: Grasa versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 0.002863 0.001431 3.94 0.026
Error 45 0.016337 0.000363

Total 47 0.019200

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0190540 14.91% 11.13% 3.19%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 16 0.09813 0.02810 (0.08853, 0.10772)
4:1 16 0.10250 0.01342 (0.09291, 0.11209)
Control 16 0.08438 0.01094 (0.07478, 0.09397)

Pooled StDev = 0.0190540

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
4:1 16 0.10250 A

3:1 16 0.09813 A B
Control 16 0.08438 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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V h — Cantidad de cenizas de suero en geles enzimaticos mixtos de LEB: PACh

One-way ANOVA: Cenizas versus Tratamiento
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 0.084554 0.042277 1593.69 0.000
Error 45 0.001194 0.000027

Total 47 0.085748

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
0.0051505 98.61% 98.55% 98.42%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 16 0.37375 0.00619 (0.37116, 0.37634)
4:1 16 0.39625 0.00500 (0.39366, 0.39884)
Control 16 0.47187 0.00403 (0.46928, 0.47447)

Pooled StDev = 0.00515051

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 16 0.47187 A

4:1 16 0.39625 B

3:1 16 0.37375 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Vi—Tiempo de coagulacién de PCMs y control

One-way ANOVA: Tiempo coagulacion versus Tratamiento
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 232.67 116.333 15.86 0.001
Error 9 66.00 7.333

Total 11 298.67

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
2.70801 77.90% 72.99% 60.71%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 4 39.50 3.00 (36.44, 42.56)
4:1 4 38.00 2.00 (34.94, 41.06)
Control 4 29.50 3.00 (26.44, 32.56)

Pooled StDev = 2.70801

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Tratamiento N Mean Grouping

3:1 4 39.50 A
4:1 4 38.00 A
Control 4 29.50 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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V j— pH de desuerado de PCMs y control
One-way ANOVA: pH desuerado versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 0.04607 0.023037 8.50 0.002
Error 21 0.05692 0.002711

Total 23 0.10300

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0520045 44.73% 39.47% 27.81%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 8 6.5887 0.0364 (6.5505, 6.6270)
4:1 8 6.5725 0.0688 (6.5342, 6.6108)
Control 8 6.4888 0.0455 (6.4505, 6.5270)

Pooled StDev = 0.0520645

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
3:1 8 6.5887 A

4:1 8 6.5725 A
Control 8 6.4888 B

Means that do not share a letter are significantly different.

V k — Rendimiento verde de PCMs y control
One-way ANOVA: R verde versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 7.487 3.743 2.05 0.163
Error 15 27.394 1.826

Total 17 34.881

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
1.35140 21.46% 10.99% 0.00%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 6 16.483 1.002 (15.307, 17.659)
4:1 6 16.258 1.121 (15.082, 17.434)
Control 6 17.725 1.794 (16.549, 18.901)

Pooled StDev 1.35140

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 6 17.725 A
3:1 6 16.483 A
4:1 6 16.258 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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V | — Rendimiento simple de PCMs y control
One-way ANOVA: R simple versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 5.597 2.7987 2.97 0.082
Error 15 14.124 0.9416

Total 17 19.721

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.970352 28.38% 18.83% 0.00%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 6 15.625 0.587 (14.781, 16.469)
4:1 6 15.250 1.085 (14.406, 16.094)
Control 6 14.300 1.141 (13.456, 15.144)

Pooled StDev = 0.970352

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
3:1 6 15.625 A
4:1 6 15.250 A
Control 6 14.300 A

Means that do not share a letter are significantly different.

V m — Humedad en PCMs
One-way ANOVA: Humedad versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 1 1.0100 1.01003 13.44 0.067
Error 2 0.1502 0.07512

Total 3 1.1603

Model Summary

S R-sqg R-sg(adj) R-sg(pred)
0.274089 87.05% 80.58% 48.20%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
PCM 3 2 66.780 0.240 (65.946, 67.614)
PCM 4 2 65.775 0.304 (64.941, 66.609)

Pooled StDev = 0.274089

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
PCM 3 2 66.780 A
PCM 4 2 65.775 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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V n — Contenido de proteina en PCMs
One-way ANOVA: Proteinas versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 1 0.1722 0.17223 2.69 0.243
Error 2 0.1281 0.06403

Total 3 0.3003

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.253032 57.36% 36.03% 0.00%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
PCM 3 2 12.090 0.311 (11.320, 12.860)
PCM 4 2 12.505 0.177 (11.735, 13.275)

Pooled StDev = 0.253032

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
PCM 4 2 12.505 A
PCM 3 2 12.090 A

Means that do not share a letter are significantly different.

V o — Contenido de grasa en PCMs
One-way ANOVA: Grasa versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 1 1.75563 1.75563 249.91 0.004
Error 2 0.01405 0.00703

Total 3 1.76968

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0838153 99.21% 98.81% 96.82%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
PCM 3 2 9.8600 0.1131 ( 9.6050, 10.1150)
PCM 4 2 11.1850 0.0354 (10.9300, 11.4400)

Pooled StDev = 0.0838153

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
PCM 4 2 11.1850 A
PCM 3 2 9.8600 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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V p — Composicidn de cenizas en PCMs
One-way ANOVA: Cenizas versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 1 0.062500 0.062500 1250.00 0.001
Error 2 0.000100 0.000050
Total 3 0.062600
Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0070711 99.84% 99.76% 99.36%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
PCM 3 2 3.35500 0.00707 (3.33349, 3.37651)
PCM 4 2 3.60500 0.00707 (3.58349, 3.62651)
Pooled StDev = 0.00707107

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
PCM 4 2 3.60500 A
PCM 3 2 3.35500 B

Means that do not share a letter are significantly different.

V g — Contenido de proteina en base seca de PCMs y control
One-way ANOVA: Proteina BS versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 1.420 0.7100 0.80 0.528
Error 3 2.679 0.8930

Total 5 4.099

Model Summary

S R-sg R-sqg(adj) R-sqg(pred)
0.944971 34.64% 0.00% 0.00%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
3al 2 36.398 1.200 (34.272, 38.525)
4 a1l 2 36.541 0.841 (34.415, 38.668)

Control 2 37.494 0.729 (35.368, 39.0621)
Pooled StDhev = 0.944971

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
Control 2 37.4%94 A
4 al 2 36.541 A
3al 2 36.398 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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V r — Porcentaje de proteina retenida en PCMs
One-way ANOVA: Retencidn Proteina versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 80.817 40.409 26.94 0.012
Error 3 4.499 1.500

Total 5 85.317

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
1.22467 94.73% 91.21% 78.90%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
3 al 2 70.69 1.82 ( 67.93, 73.44)
4 al 2 73.715 1.042 (70.960, 76.471)

Control 2 64.871 0.323 (62.115, 67.627)
Pooled StDev = 1.22467

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
4 al 2 73.715 A

3 al 2 70.69 A
Control 2 64.871 B

Means that do not share a letter are significantly different.

V s — Contenido de grasa en base seca de PCMs y control
One-way ANOVA: Grasa BS versus Producto

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 163.306 81.6528 390.96 0.000
Error 3 0.627 0.2089
Total 5 163.932
Model Summary

S R-sqg R-sg(adj) R-sg(pred)
0.457001 99.62% 99.36% 98.47%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
3al 2 29.6805 0.1258 (28.6521, 30.7089)
4 a1l 2 32.683 0.394 ( 31.654, 33.711)
Control 2 41.939 0.675 ( 40.910, 42.967)

Pooled StDhev = 0.457001

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
Control 2 41.939 A

4 al 2 32.683 B
3al 2 29.6805 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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V t — Porcentaje de grasa retenida en PCMs

One-way ANOVA: Retencidn Grasa versus Producto
Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 63.978 31.989 20.97 0.017
Error 3 4.577 1.526

Total 5 68.555

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
1.23518 93.32% 88.87% 73.29%
Means
Producto N Mean StDev 95% CI
3 al 2 58.375 0.670 (55.596, 61.155)
4 al 2 60.869 0.192 (58.090, 63.649)
Control 2 66.20 2.02 ( 63.42, 68.98)

Pooled StDev = 1.23518

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
Control 2 66.20 A

4 al 2 60.869 B
3al 2 58.375 B

Means that do not share a letter are significantly different.

V u — Contenido de proteina en sueros
One-way ANOVA: Proteinas versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 0.223224 0.111612 580.45 0.000
Error 48 0.009230 0.000192

Total 50 0.232453

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0138667 96.03% 95.86% 95.52%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 17 0.70529 0.00990 (0.69853, 0.71206)
4:1 17 0.73206 0.01669 (0.72530, 0.73883)
Control 17 0.85709 0.01415 (0.85033, 0.86386)

Pooled StDev = 0.0138667

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 17 0.85709 A

4:1 17 0.73206 B

3:1 17 0.70529 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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Vv — Contenido de grasa en suero
One-way ANOVA: Grasa versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS
Tratamiento 2 0.5756
Error 48 0.2312
Total 50 0.8067

Model Summary

Adj MS F-Value P-Value
0.287778 59.75 0.000
0.004816

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0693981 71.34% 70.15% 67.65%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 17 0.8003 0.0545 (0.7664, 0.8341)
4:1 17 0.7810 0.0645 (0.7471, 0.8148)
Control 17 0.5659 0.0856 (0.5321, 0.5997)

Pooled StDev = 0.0693981

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean
3:1 17 0.8003
4:1 17 0.7810
Control 17 0.5659

Means that do not share

Grouping
A
A

B

a letter are significantly different.

V w — Contenido de lactosa en suero
One-way ANOVA: Lactosa versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS
Tratamiento 2 8.4008
Error 48 0.3622
Total 50 8.7630

Model Summary

Adj MS F-Value P-Value
4.20041 556.64 0.000
0.00755

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0868679 95.87% 95.69% 95.33%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 17 4.3461 0.0595 (4.3038, 4.3885)
4:1 17 4.5103 0.1051 (4.4680, 4.5527)
Control 17 5.2774 0.0897 (5.2350, 5.3197)
Pooled StDev = 0.0868679

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean
Control 17 5.2774
4:1 17 4.5103
3:1 17 4.3461

Means that do not share

Grouping
A
B
C

a letter are significantly different.
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V x— Contenido de cenizas en suero
One-way ANOVA: Cenizas versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source
Tratamiento
Error

Total

Model Summary
S

Means
Tratamiento
3:1

4:1

Control

Pooled StDev

DF

2
48
50

R-sq
0.0083964 95.48%

N
17
17
17

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento
Control

4:1

3:1

N
17
17
17

Mean
0.48271
0.41194
0.39682

Grouping

A

B
C

Adj SS Adj MS F-Value P-Value
0.071490 0.035745 507.03 0.000
0.003384 0.000070
0.074874

R-sg(adj) R-sqg(pred)

95.29% 94.90%

Mean StDev 95% CI
0.39682 0.00732 (0.39272, 0.40091)
0.41194 0.00850 (0.40785, 0.41604)
0.48271 0.00925 (0.47862, 0.48681)

0.00839636

Means that do not share a letter are significantly different.

V 'y — Densidad de suero
One-way ANOVA: Densidad versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source
Tratamiento
Error

Total

Model Summary

S R-sqg
0.568061 93.43%

Means
Tratamiento
3:1

4:1

Control

Pooled StDev

DF

2
48
50

N
17
17
17

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and

Tratamiento
Control

4:1

3:1

N
17
17
17

Mean
1024.06
1020.22
1019.25

Adj SS Adj MS
220.42 110.209
15.49 0.323
235.91
R-sg(adj) R-sg
93.16%

Mean StDev
1019.25 0.74
1020.22 0.48
1024.06 0.44

0.568061

F-Value
341.53

(pred)

92.59%

95%
(1018.97,
(1019.94,
(1023.79,

Grouping

A

B
C

P-Value
0.000

CI

1019.
1020.
1024.

53)
49)
34)

95% Confidence

Means that do not share a letter are significantly different.
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V z—Volumen de desuerado
One-way ANOVA: Desuerado versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 273.9 136.94 7.79 0.011
Error 9 158.1 17.57

Total 11 432.0

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
4.19159 63.40% 55.26% 34.93%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 4 17.88 2.17 (13.13, 22.62)
4:1 4 21.75 4.87 (17.01, 26.49)
Control 4 29.38 4.92 (24.63, 34.12)

Pooled StDev 4.19159

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 4 29.38 A

4:1 4 21.75 A B

3:1 4 17.88 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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V aa — Medicién de dureza instrumental a lo largo del tiempo
General Linear Model: Dureza versus Tratamiento, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 6288468 3144234 3300.31 0.000
Dia 2 764715 382358 401.34 0.000
Tratamiento*Dia 4 1229103 307276 322.53 0.000

Error 18 17149 953

Total 26 8299435

Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
30.8660 99.79% 99.70% 99.54%

Comparisons for Dureza

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Dureza, Term = Tratamiento
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 9 1183.35 A

4:1 9 164.01 B
3:1 9 155.24 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = Dureza, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
14 9 721.205 A

7 9 468.617 B

1 9 312.772 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Dureza, Term = Tratamiento*Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento*Dia N Mean Grouping
Control 14 3 1804.10 A

Control 7 3 1078.31 B
Control 1 3 667.65 C
4:1 14 3 183.44 D
3:1 14 3 176.08 D
3:1 7 3 167.30 D
4:1 7 3 160.24 D
4:1 1 3 148.33 D
3:1 1 3 122.34 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ab — Medicién de cohesividad instrumental a lo largo del tiempo
General Linear Model: Cohesividad versus Tratamiento, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 0.010827 0.005413 24.60 0.000
Dia 2 0.001277 0.000638 2.90 0.081
Tratamiento*Dia 4 0.011815 0.002954 13.42 0.000

Error 18 0.003961 0.000220

Total 26 0.027879

Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0148336 85.79% 79.48% 68.03%

Comparisons for Cohesividad

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Cohesividad, Term = Tratamiento
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping

3:1 9 0.252211 A

Control 9 0.237007 A

4:1 9 0.204222 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = Cohesividad, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
7 9 0.240337 A
1 9 0.229303 A

14 9 0.223800 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = Cohesividad, Term = Tratamiento*Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento*Dia N Mean Grouping
Control 14 3 0.261990 A

3:1 7 3 0.259882 A

3:1 1 3 0.255536 A

Control 7 3 0.248159 A B

3:1 14 3 0.241215 A B C
4:1 1 3 0.231502 A B C
4:1 7 3 0.212970 B C
Control 1 3 0.200871 C D
4:1 14 3 0.168195 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ac — Medicidn de elasticidad instrumental a lo largo del tiempo
General Linear Model: Elasticidad versus Tratamiento, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 1.31268 0.656339 1040.29 0.000
Dia 2 0.03297 0.016484 26.13 0.000
Tratamiento*Dia 4 0.01917 0.004793 7.60 0.001

Error 18 0.01136 0.000631

Total 26 1.37617

Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.0251181 99.17% 98.81% 98.14%

Comparisons for Elasticidad
Tukey Pairwise Comparisons: Response = Elasticidad, Term = Tratamiento

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 9 0.919278 A

4:1 9 0.524989 B
3:1 9 0.402475 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Elasticidad, Term = Dia
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
14 9 0.645321 A
7 9 0.634889 A
1 9 0.566532 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Elasticidad, Term = Tratamiento*Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento*Dia N Mean Grouping
Control 14 3 0.940171 A
Control 7 3 0.917379 A
Control 1 3 0.900285 A

4:1 7 3 0.588308 B
4:1 14 3 0.557409 B
3:1 14 3 0.438384 C
4:1 1 3 0.429250 C
3:1 7 3 0.398979 C
3:1 1 3 0.370062 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ad — Medicién de masticabilidad a lo largo del tiempo
General Linear Model: Masticabilidad versus Tratamiento, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 2 386286 193143 1090.36 0.000
Dia 2 55783 27891 157.46 0.000
Tratamiento*Dia 4 103423 25856 145.96 0.000

Error 18 3188 177

Total 26 548681

Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
13.3093 99.42% 99.16% 98.69%

Comparisons for Masticabilidad
Tukey Pairwise Comparisons: Response = Masticabilidad, Term = Tratamiento

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
Control 9 270.623 A

4:1 9 17.426 B
3:1 9 16.356 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = Masticabilidad, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
14 9 160.150 A

7 9 94.852 B

1 9 49.404 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = Masticabilidad, Term = Tratamiento*Dia
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento*Dia N Mean Grouping
Control 14 3 444.565 A

Control 7 3 245.442 B
Control 1 3 121.8¢64 C
4:1 7 3 20.207 D
3:1 7 3 18.906 D
3:1 14 3 18.632 D
4:1 14 3 17.255 D
4:1 1 3 14.817 D
3:1 1 3 11.530 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ae — pH a lo largo del almacenamiento
General Linear Model: pH versus Producto, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 0.1359 0.06794 5.09 0.013
Dia 2 6.9259 3.46295 259.63 0.000
Producto*Dia 4 0.1323 0.03307 2.48 0.068

Error 27 0.3601 0.01334

Total 35 7.5542

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.115489 95.23% 93.82% 91.53%

Comparisons for pH
Tukey Pairwise Comparisons: Response = pH, Term = Producto

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
3:1 12 6.28340 A
Control 12 6.26538 A
4:1 12 6.14500 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = pH, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
1 12 6.75417 A

7 12 6.25878 B

14 12 5.68083 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = pH, Term = Producto*Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto*Dia N Mean Grouping
3:1 1 4 6.79250 A

4:1 1 4 6.76250 A

Control 1 4 6.70750 A

3:1 7 4 6.31019 B
Control 7 4 6.28865 B

4:1 7 4 6.17750 B
Control 14 4 5.80000 C
3:1 14 4 5.74750 CcC D
4:1 14 4 5.49500 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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V af — Evolucidn de L en almacenamiento refrigerado
General Linear Model: L versus Producto, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 191.13 95.563 80.81 0.000
Dia 2 67.04 33.520 28.34 0.000
Producto*Dia 4 24.29 6.072 5.13 0.001

Error 72 85.15 1.183

Total 80 367.60

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

1.08747 76.84% 74.26% 70.68%

Comparisons for L
Tukey Pairwise Comparisons: Response = L, Term = Producto

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
Control 27 83.4447 A

4:1 27 80.6856 B
3:1 27 79.8496 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = L, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
14 27 82.0561 A
1 27 81.8798 A
7 27 80.0441 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = L, Term = Producto*Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto*Dia N Mean Grouping
Control 1 9 84.0182 A

Control 14 9 83.3304 A

Control 7 9 82.9856 A B

4:1 14 9 81.6189 B C

3:1 14 9 81.2189 C

4:1 1 9 80.9944 C D
3:1 1 9 80.6267 C D
4:1 7 9 79.4433 D
3:1 7 9 77.7033 E

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ag — Evolucién de a durante el almacenamiento refrigerado
General Linear Model: a versus Producto, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 17.7878 8.89391 1082.50 0.000
Dia 2 0.9125 0.45626 55.53 0.000
Producto*Dia 4 0.0482 0.01205 1.47 0.221

Error 72 0.5916 0.00822

Total 80 19.3401

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.0906427 96.94% 96.60% 96.13%

Comparisons for a
Tukey Pairwise Comparisons: Response = a, Term = Producto

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
3:1 27 1.58248 A

4:1 27 1.48667 B
Control 27 0.54395 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = a, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
14 27 1.31939 A

7 27 1.23037 B

1 27 1.06333 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = a, Term = Producto*Dia
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto*Dia N Mean Grouping

3:1 14 9 1.69965 A

3:1 7 9 1.61111 A B

4:1 14 9 1.55889 B C

4:1 7 9 1.53667 B C

3:1 1 9 1.43667 CcC D

4:1 1 9 1.306444 D

Control 14 9 0.69963 E
Control 7 9 0.54333 F
Control 1 9 0.38889 G

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ah — Evolucién de b en almacenamiento
General Linear Model: b versus Producto, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj
Producto 2 85.0
Dia 2 26.7
Producto*Dia 4 0.2

Error 72 33.0

Total 80 145.2

Model Summary

S R-sg R-sqg(ad

0.677955 77.21% 74.6

Comparisons for b
Tukey Pairwise Comparisons: Response = b, Term = Producto

SS Adj MS F-Value P-Value
74  42.5368 92.55 0.000
91 13.3955 29.14 0.000
43 0.0608 0.13 0.970
93 0.45906

01

3) R-sqg(pred)

8% 71.15%

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N
3:1 27
4:1 27
Control 27

Mean Gr
14.7418 A
14.2911
12.3778

ouping

B
C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = b, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Groupin
14 27 14.2977 A

7 27 14.1159 A

1 27 12.9970

g

B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = b, Term = Producto*Dia
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto*Dia
3:1 14

3:1 7

4:1 14

4:1 7

3:1 1

4:1 1
Control 14
Control 7
Control 1

Means that do

Mean
3377
9967
14.7689
14.6189
13.8911
13.4856
12.7867
12.7322
11.6144

15.
14.

W W W W W W LZ

not share a

Grouping
A
A
A B
A B
B C
cC D
D
D
E

letter are significantly different.
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V ai — Evolucidn de h en almacenamiento refrigerado
General Linear Model: h versus Producto, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 0.068952 0.034476 717.12 0.000
Dia 2 0.001633 0.000816 16.98 0.000
Producto*Dia 4 0.000839 0.000210 4.36 0.003

Error 72 0.003461 0.000048

Total 80 0.074885

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.0069337 95.38% 94.86% 94.15%

Comparisons for h
Tukey Pairwise Comparisons: Response = h, Term = Producto

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
Control 27 1.52729 A

4:1 27 1.46700 B
3:1 27 1.46390 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = h, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
1 27 1.49162 A

7 27 1.48594 B

14 27 1.48062 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = h, Term = Producto*Dia
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto*Dia N Mean Grouping
Control 1 9 1.53773 A
Control 7 9 1.52818 A
Control 14 9 1.51594 B
4:1 1 9 1.46950 C
3:1 1 9 1.46762 C
4:1 7 9 1.46590 C
4:1 14 9 1.46559 C
3:1 7 9 1.46375 C
3:1 14 9 1.46034 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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V aj — Chroma en almacenamiento refrigerado
General Linear Model: C versus Producto, Dia

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Producto 2 90.531 45.2656 98.66 0.000
Dia 2 27.353 13.6766 29.81 0.000
Producto*Dia 4 0.251 0.0627 0.14 0.968

Error 72 33.035 0.4588

Total 80 151.170

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.677358 78.15% 75.72% 72.34%

Comparisons for C
Tukey Pairwise Comparisons: Response = C, Term = Producto

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto N Mean Grouping
3:1 27 14.8268 A

4:1 27 14.3687 B
Control 27 12.3904 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Simultaneous 95% Cls
Tukey Pairwise Comparisons: Response = C, Term = Dia

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Dia N Mean Grouping
14 27 14.3630 A
7 27 14.1756 A
1 27 13.0473 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey Pairwise Comparisons: Response = C, Term = Producto*Dia
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Producto*Dia N Mean Grouping
3:1 14 9 15.4318 A

3:1 7 9 15.0831 A

4:1 14 9 14.8512 A B

4:1 7 9 14.6998 A B

3:1 1 9 13.9654 B C

4:1 1 9 13.5551 C D
Control 14 9 12.8060 D
Control 7 9 12.7438 D
Control 1 9 11.6214 E

Means that do not share a letter are significantly different.
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V ak — Evaluacion de dureza mediante analisis sensorial
One-way ANOVA: Dureza versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 0.8929 0.89286 22.41 0.000
Error 26 1.0357 0.03984

Total 27 1.9286

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.199587 46.30% 44.23% 37.72%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 14 1.4643 0.1336 (1.3546, 1.5739)
4:1 14 1.8214 0.2486 (1.7118, 1.9311)

Pooled StDev = 0.199587

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
4:1 14 1.8214 A
3:1 14 1.4643 B

Means that do not share a letter are significantly different.

V al — Evaluacion de cohesividad mediante analisis sensorial
One-way ANOVA: Cohesividad versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 0.3214 0.3214 0.53 0.473
Error 26 15.7857 0.6071

Total 27 16.1071

Model Summary
S R-sqg R-sg(adj) R-sqg(pred)

0.779194 2.00% 0.00% 0.00%

Means

Tratamiento N Mean StDev 95% CI

3:1 14 6.286 1.069 ( 5.858, 6.714)
4:1 14 6.0714 0.2673 (5.6434, 6.4995)

Pooled StDhev = 0.779194

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
3:1 14 6.286 A
4:1 14 6.0714 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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V am — Evaluacién de fuerza de compresién mediante anadlisis sensorial
One-way ANOVA: Fuerza de compresidn versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 2.009 2.0089 12.14 0.002
Error 26 4.304 0.1655

Total 27 6.313

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.4006844 31.82% 29.20% 20.93%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 14 1.357 0.497 ( 1.134, 1.581)
4:1 14 1.8929 0.2895 (1.6694, 2.1164)

Pooled StDev = 0.406844

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
4:1 14 1.8929 A
3:1 14 1.357 B

Means that do not share a letter are significantly different.

V an — Evaluacion de adhesividad con analisis sensorial
One-way ANOVA: Adhesividad versus Tratamiento

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Tratamiento 1 1.080 1.08036 11.48 0.002
Error 26 2.446 0.09409

Total 27 3.527

Model Summary

S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0.306746 30.63% 27.96% 19.55%
Means
Tratamiento N Mean StDev 95% CI
3:1 14 3.0357 0.3079 (2.8672, 3.2042)
4:1 14 2.6429 0.3056 (2.4743, 2.8114)

Pooled StDev = 0.306746

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Tratamiento N Mean Grouping
3:1 14 3.0357 A
4:1 14 2.6429 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Anexo VI Resumen gréfico del proceso de elaboracién de PCMs

TRATAMIENTO DE DISPERSION DE PROTEINA AISLADA DE CHICHARO

pH shifting
pH 12 Regreso a pH nativo (~7.4) Después de proceso ultrasénico

APARIENCIA DE LOS PCMS Y QUESO DURANTE SU ELABORACION

Antes del prensado Salado 3:1

Salado 4:1
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APARIENCIA DE PRODUCTO TERMINADO DE PCMS

Control 4:1 31
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Anexo VIl Encuesta de preseleccién del panel sensorial

»w ®

Registro para formar parte de un Panel
Sensorial Entrenado

Tr

B Z U & Y =
iGracias por tu interés en participar en el panel sensorial! A continuacion. te presento una serie de preguntas

requeridas para iniciar el proceso. Posteriormente. tendremos una sesion preliminar presencial v una sesion =

virtual de introduccion. =

=

Nombre completo (Nombre, Apellidos) *

Tu respuesta

¢Fumas regularmente?

QO si
O.\o

¢(Consumes café regularmente? *

QO si
QO nNo

;Consumes medicamentos actualmente?

O si
O o
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cConsumes medicamentos actualmente?

QO si
O N

;Tienes posibilidad de realizar la prueba en la Facultad de Ingenieria
Quimica en CU-BUAP?

) si
O M

Preferencia de horarios disponibles para realizar la prusha

O Por la manana (anles de 1200 hs)
O Por la Larde (A partic de o0 his)

O Puedo en cualiguier horario

Deja por favor tu mimero de whatsapp si tendrds la posibilidad de realizarla
prueba, te escribiremos pronto.

Tu respuesta

Enviar Borrar formulario

Munca envies contrasefas a través de Formularios de Google.

Google no cred ni aprobd este contenide. Denunciar abuso - Condiciones del Servicio - Politica de Privacidad

Liga a la encuesta en Google forms:

https://docs.google.com/forms/d/1EXBxjET2W9ldalqaAVUIVCg zJsGd5ZUUbsRdPDH2E/edit
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Anexo VIl Encuesta de seleccién de panel sensorial

S i es ol Awlisis Sensovial?

‘:Adlmplmu cientifica ulflvzda [I;dla ev oclar.'nt]}du A “Un conjunto de herramientas para
;nld mT e lnlu'prelartre‘.i(luunutl-l.s alas caracteris l;t:a medir con precision las respuestas
e A R R humanas a los estimulos externos.”

por los sentidos de la vista, el gusto, el tacto y el oido”

Las propicdades sensoriales de los alimentos
# aroma
# sabor
3 textura
Fatributos de apariencia

s propiedades de

Integracion de divel

RENATA RUIZ ENRIQUEZ Drake, M.A. (2022) Sensory Evaluation En McSweeney, P.LI, composicion y
¥ MeNamara, .. (), Encyclopedia of Dairy Sciences (Vol.3). estructura del producto
Elsevier Academic Press, London UK.

Justificacion del Prayecto Objetivo do la prnebe

¢ Formacién de un Panel Sensorial Entrenado

. Incremento de enfermedades « Re e onbicseul

cardiovasculares en la poblacion composicién de un alimento
e Productos veganos y vegetarianos * Garantia de calidad, herramienta de
in i6n, comercializacio
. Defectos en textura y sabor s Udcion ca o —
. Flexitarianismo o o =
. Formulacion de un producto Evaluacién Sensorial Descriptiva

¢ Determinar una descripcién cuantitativa de todos los
atributos que se pueden identificar, no solo los defectos
¢ No se hace ningiin juicio de "bueno” o "malo” porque este no

' es el propésito de la evaluacién
* Panel de Evaluadores

coagulado mixto
e Evaluar diferencias entre texturas

l)eswfm iow de actividades Calendarizacion

El panel de evaluadores debe:

ABRIL MAYO 1. Reunioén virtual, explicacion de la
* Elmétodo se basa en la experiencia . Sextcapaz de reconocer Lis Luo M M oo vie ‘SabDom U Mer M e Vie S Dom prueba
existente mediante reuniones con los caracteristicas sensoriales diferentes 1 2 3 4 5)6 7 A 2. Entrenamiento presencial
evaluadores de un producto FIQ 7-202
® Definir cada caracteristica sensorial o Llegar a un acuerdo sobre cémo se via remota Dra. Xadeni Villegas
(estandarizacién) perciben y cémo deben etiquetarse (Guadalajara)

3. Seguimiento (referencias)
4, Seguimiento (referencias)

5. Prueba de Producto
HOy 6. Prueba de Producto (tentativa)

o Ser capaces de calificar la intensidad

Horario
4:00 p.m. - 6:00 p.m.
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Anexo IX Participacion en eventos académicos
Certificado de participacién en Congreso Internacional Latin Food 2022

LatinAnnNn
Food&ULL

10th Food Sclunce,
Blotechnology & Safety Congrass

MEXICAR ASSOCIATION OF FO99 SCIENGE

Mexican Association of Food Science

This certificate is presented to:

Ruiz-Enriquez, Renata; Jiménez-Lopez, Juan Pablo; Torres-Pozos, Carolina E.; Amador-
Espejo, Genaro Gustavo; Ruiz-Lopez, Irving Israel; Ruiz-Espinosa, Héctor.

In recognition for the oral presentation of the work entitled:
Pea protein-milk blends for producing a soft, starter-free, fresh cheese

at the 10th Food Science, Biotechnology and Safety Congress Latin Food 2022
which took place on November 16-18 in Puebla, Mexico.

ige BA

Dr. Rosa ’Maria Rodriguez Jasso Dr. Gilber Vela Gutiérrez Dr. Celeste C. Ibarra Herrera
President of AMECA President of the Organizing Committee  President of the Scientific Committee

Aceptacion de trabajo en el Congreso Internacional Latin Food 2024

Dear participant,

We are pleased to inform vou that your abstract PP III 77: Physicochemical and sensary characterization of a blended coapulated milk product
=2dded with ultrasonicated pes protein, has been accepted as Poster presentation at the Latin Food 2024,

Each participant can present up to three abstracts.

Oral and poster presentations in the Congress and their inclusion in the book of abstracts 1z subject to the registration of the
presenting author ne later than Septiembre 28 according to the comesponding quota described in the Fees Section.

Invitations for Special Issues (Food Fesearch International, Revista Ciencia UAT and Tecnociencia-Chihuahua) will be sent after
Septiembre 28.

More information:

bitps:/amecamex. mx congreses/latin-food-2024

Best regards,

Organizing Committee

hitps.//amecamex.mx/
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