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RESUMEN

A la fecha, existe un gran interés en la industria lactea por desarrollar nuevos ingredientes o
tecnologias que permitan mejorar las propiedades texturales y reoldgicas de quesos bajos en grasa. En
el presente trabajo, se evalud la incorporacién de proteinas de suero en leche bovina por medio de
pretratamientos de termosonicacion (TS) para ser empleados como un posible sustituto de grasa en
productos lacteos selectos. En una primera etapa, se evalud el efecto de tratamientos de TS sobre
leche descremada y parcialmente descremada (2, 1 g grasa/100 g leche), con adiciones especificas de
proteina concentrada de suero (WPC) de 0.67 y 1.33 g WPC/100 mL leche, respectivamente. Cada
mezcla fue sometida a tratamientos de TS que conjuntaron procesos de ultrasonido (US) de alta
intensidad (24 KHz, 400 W tedricos) a temperaturas (50, 55 y 60°C) y tiempos de exposicién (2, 4y 6
min) especificos seguidos de una pasteurizacién a baja temperatura por tiempos largos LTLT (63°C, 30
min). Se empled leche entera (3 g grasa/100 g leche) pasteurizada LTLT como control. Para todas las
muestras se analizaron parametros fisicoquimicos y propiedades funcionales de leche incluyendo pH,
acidez titulable (AT), capacidad de retencién de agua (CRA), firmeza de gel (FG) y color, buscando
identificar cambios en la matriz alimenticia atribuibles a la TS. Con los datos obtenidos, se establecid
un modelo de regresion considerando los valores codificados para cada variable determinada (grasa,
temperatura y tiempo de TS). De acuerdo a este modelo, se eligieron 3 condiciones de TS que
presentaron valores de FG y parametros fisicoquimicos (pH, AT, color) semejantes a los del control;
pero, que con respecto a la CRA fueran igual, ligeramente mayor (5%) y mayor (10%) a la del control,
con la finalidad de esperar respuestas semejantes al momento de elaborar queso tipo Panela. En la
segunda etapa, se elaboraron quesos tipo Panela a partir de leche estandarizadas a proporciones fijas
de grasa (1, 1, 1.5 g grasa/100 g leche) con 0.67, 0.67 y 1 g WPC/100 mL leche, a tiempos de TS (120,
144y 120 s) y temperatura (50, 50, 60°C) especificos respectivamente, seguidos de una pasteurizacién
LTLT. Se empled leche entera (3 g grasa/100 g leche) pasteurizada LTLT como control. Los quesos
elaborados con leche TS presentaron una mayor humedad (+9.64%), luminosidad y una dureza
semejante a los quesos control. El queso elaborado con leche TS (60°C, 120 s) y 1.5 g grasa/100 g leche
exhibié el mayor incremento de rendimiento (+6.98% con respecto al del queso control) y mejor
retencion proteica (+30%). Los valores de pH y acidez no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos. De acuerdo a lo observado, laincorporacion de proteinas de suero en leche a través de
tratamientos selectos de TS para elaborar quesos reducidos en grasa permite ofrecer un producto con

atributos similares a uno fabricado con leche entera y sin defectos texturales apreciables.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha observado un crecimiento importante en el consumo de
alimentos bajos en grasa, debido a que son percibidos como mds saludables por los consumidores.
Esto ha propiciado que la industria alimenticia desarrolle productos que den respuesta a esta
demanda. Los derivados lacteos son productos de gran consumo a nivel mundial, dentro de los
cuales, los quesos bajos en grasa han tenido un gran crecimiento. El reto tecnolégico radica en cémo
disminuir o eliminar la grasa de un alimento, sin perder las propiedades que ésta le confiere. Entre
los atributos de calidad en quesos considerados como decisivos por los consumidores y fabricantes,
estan la textura y el sabor (Castro et al., 2014), dependiendo ambos de la composicién quimica del
producto y del arreglo estructural de sus componentes. Entre los atributos sensoriales de los
productos lacteos relacionados con la grasa se encuentran: sabor, textura, color, acidez, viscosidad,
cuerpo, resistencia a la aplicacién de un esfuerzo, sensacién bucal, fusién, emulsién, entre otros
(Noronha et al., 2008; Lobato-Calleros et al., 2007; Lucca & Tepper, 1994). En el caso del queso, el
sabor puede ser alterado por cambios en el contenido y en el tipo del componente graso empleado.
Cuando los quesos bajos en grasa son fabricados de manera convencional, sus caracteristicas
sensoriales son normalmente defectuosas (excesivamente duros, quebradizos, etc); por tanto, se
ha propuesto una serie de alternativas para modificar la estructura de leche de queseria a través de
operaciones como homogeneizacién, sobre tratamiento térmico (incrementando la temperatura de
procesamiento de leche), la incorporacién de cultivos generadores de exopolisacaridos y la
sustitucidn parcial de grasa lactea por ingredientes poliméricos de naturaleza sacéarida y/o proteica,
siendo el concentrado de proteina de suero un mimético de grasa muy ventajoso debido a su alta
capacidad de retencién de agua, mejorando la textura y elevando el rendimiento en quesos bajos
en grasa (Lobato-Calleros et al., 2008; Lobato-Calleros et al., 2002). Asimismo, esta modificacidn en
el procesamiento ademas de mejorar las caracteristicas funcionales y sensoriales de los productos,
aportan beneficios a la industria ya que proveen un importante ahorro de costos, energia y tiempos
de procesamiento (Barbosa-Canovas & Bermudez-Aguirre, 2010). Por otra parte, a pesar de que se
han llevado a cabo estudios empleando tecnologias no térmicas con el objetivo de cubrir estas
necesidades, se ha demostrado que por si solas, las tecnologias emergentes no pueden cubrir con
la totalidad de demandas para ofrecer un producto acorde con las necesidades del mercado, al
carecer de pardmetros de proceso bien definidos que puedan emplearse como alternativas para
sustituir a tratamientos térmicos ni hay normas oficiales que los validen. Por esta razén, se ha

propuesto el uso de tecnologias mixtas que permitan aprovechar las ventajas que brindan los
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tratamientos térmicos convencionales (inocuidad microbioldgica) y los no térmicos (cambios en
caracteristicas sensoriales/funcionales). En este sentido, la termosonicacion (TS) consiste en la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (<100 KHz) en conjunto con un tratamiento térmico,
generalmente una pasteurizacion de bajo impacto. Este tratamiento genera cambios en la
estructura de la leche que pueden ser utilizados para mejorar las caracteristicas de algunos

derivados lacteos.

En este trabajo, se llevaron a cabo mezclas de leche reducida en grasa y concentrado de
proteina de suero tratadas por TS, las cuales fueron posteriormente empleadas para la elaboracion
de queso tipo Panela. En los quesos panelas elaborados, se compararon las propiedades funcionales,
fisicoquimicas y texturales de los quesos bajos en grasa con un control (con contenido normal de

grasa) elaborado con leche pasteurizada convencional.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La relacién entre salud y nutricién en México ha cambiado profundamente en las ultimas
décadas. Originalmente, la desnutricién era el problema principal, pero ahora se encuentra limitada
a grupos especificos de la poblacion. En cambio, la obesidad se ha generalizado en practicamente
todos los segmentos sociales, regiones y grupos de edad (Bourges, 2001). El ritmo de vida actual
provoca una ingesta excesiva e inadecuada de calorias, en particular aquellas provenientes de grasas
saturadas que, aunado al bajo gasto energético, generan el incremento de enfermedades
relacionadas con el sedentarismo como hipertensidn, diabetes, etc. Estas enfermedades
constituyen uno de los problemas de salud publica mas importantes a los que se enfrenta el pais.
En respuesta al panorama planteado, un sector de los consumidores se ha interesado y promovido
el desarrollo de productos reducidos en calorias o con contenidos disminuidos de grasa. Estos
productos pretenden ofrecer caracteristicas sensoriales similares a sus productos de referencia,
pero disminuyendo el aporte caldrico de grasas y/o azucares. Entre los alimentos bajos en grasa
consumidos en nuestro pais, destacan los lacteos (leche, queso, crema, yogur, helados), asi como
margarina y el pan (PROFECO, 2008). Si bien, es sabido que el consumo de grasa saturada aumenta
el riesgo de enfermedades cardiovasculares, por otra parte, el rol que juega sobre el desarrollo de
caracteristicas de textura, sabor y aroma en los alimentos es determinante, influenciando su

aceptabilidad y su intencidon de compra.

El queso es uno de los productos lacteos que puede contener cantidades significativas de
grasa (quesos madurados: >30%, quesos frescos: >20%). Por ello, la producciéon y consumo de
quesos bajos en grasa ha aumentado sensiblemente a nivel global. No obstante, se han reportado
diversos defectos sensoriales en productos de este tipo, incluyendo pérdida de aroma, sabores no
deseados y textura defectuosa (muy dura y cohesiva) (Skeie et al., 2013). Por tanto, se ha intentado
reducir estos defectos a través de enfoques tecnolégicos (nuevas tecnologias) o del uso de
ingredientes novedosos (miméticos y/o sustitutos de grasa) entre los que se encuentra el suero

dulce de leche, con diferentes grados de éxito.

En la industria quesera, el principal subproducto generado corresponde al suero de leche.
Este suero comprende entre un 80 a 90% del volumen total de leche procesada para la fabricacion
de queso y contiene cerca del 50% de los nutrientes originales de la leche: proteinas solubles,

lactosa, vitaminas y minerales. Dichos componentes, si no son aprovechados o tratados



adecuadamente, pueden comprometer seriamente la calidad ambiental, debido al alto contenido
de materia organica presente en éste, primordialmente lactosa (50 g/L). Por ello, es necesario
explorar alternativas de aprovechamiento de este subproducto. Recientemente, se han
desarrollado procesos que posibilitan el uso del suero de queso en la como un aditivo en el
desarrollo de nuevos productos, tanto alimentarios como no alimentarios. Ademas de su valor
nutrimental, el suero posee diversas propiedades funcionales (capacidad de retencién de agua,
agente activo de superficie, agente ligante, etc.), por lo cual su uso como aditivo puede resultar
importante en diversos productos. En este caso, se han reportado aplicaciones del suero de queseria
(y de sus productos derivados como proteina concentrada o aislada) como aditivo y fortificante de
diversos alimentos, incluyendo sopas, salsas, aderezos para ensaladas y productos carnicos
(Mclintosh et al., 1998; Steffé et al., 1999; Modler & Emmons, 2001). Actualmente, se ha propuesto
la utilizacién de suero dulce de leche para la elaboracién de productos bajos en grasa, en especial
como sustituto de grasa en quesos. Esto puede compensar diversos defectos texturales generados
por la ausencia de la grasa, al aumentar la capacidad de retencién de agua y disminuir la firmeza del
qgueso, mientras que puede aumentar el rendimiento del producto. Por otra parte, la funcionalidad
de las proteinas séricas se puede ver modulada mediante la aplicacidon de diversas tecnologias de
conservacion tanto de naturaleza térmica, como no térmica (IDF, 2007). Dentro de estas ultimas, se
encuentra la termosonicacidn que es una tecnologia emergente que permite asistir a un tratamiento
de pasteurizacion convencional, permitiendo brindar en la leche la inocuidad necesaria para su
consumo, ademas de mejorar las propiedades funcionales de la misma, reconociendo

sustancialmente el incremento en el rendimiento quesero (Almanza-Rubio et al., 2015).



JUSTIFICACION

En tiempos recientes el empleo de tecnologias emergentes para el procesamiento de
alimentos ha tenido un gran auge. Este tipo de tecnologias, las cuales no se basan en la utilizacion
de calor como principio de conservacion posibilitan el desarrollo de productos con caracteristicas
funcionales Unicas y una mejor conservacién de atributos sensoriales y nutrimentales. La mayor
parte de las tecnologias no térmicas de conservacién (como alta presidn, campos eléctricos
pulsados, campos magnéticos oscilantes, pulsos luminosos, ultrasonido) tienen un componente
térmico pues, de forma inherente, su aplicacion propicia un cierto incremento de temperatura en
el producto tratado. Sin embargo, es comun intentar controlar este incremento para minimizar su
efecto. Hasta ahora, ninguna tecnologia térmica por si sola puede atacar todos los factores de
interés en la conservacién de alimentos (microorganismos, enzimas, etc); por otra parte, las
tecnologias emergentes no cuentan con toda la informacién cientifica ni con el soporte normativo
para implementarse como barreras Unicas de conservacién, por lo que su combinacién con
tecnologias térmicas puede permitir que se garantice reducir la intensidad de los tratamientos
térmicos, generando efectos sinérgicos, aminorando los dafios sobre la calidad nutricional y
sensorial de los productos, e involucrar procesos mas cortos (Barbosa-Canovas & Bermudez-Aguirre,

2010).

Se ha identificado al ultrasonido como una tecnologia emergente particularmente
prometedora para el procesamiento de alimentos especificos, incluyendo los productos lacteos. El
tratamiento con ultrasonido implica el incremento local de presidn y temperatura en un medio
fluido debido a la cavitacion originada por la propagacién de ondas sonoras de una frecuencia e
intensidad determinada. El ultrasonido de alta intensidad ha despertado gran interés al ser aplicado
a procesos de la industria de los alimentos. Los principales cambios que han sido reportados y que
se presentan en la leche tratada con ultrasonido son homogeneizacion de los glébulos de grasa,
desnaturalizacidon y agregacion de las proteinas de suero (Shanmugam et al., 2012) asi como
cambios limitados en el tamafo de las micelas de caseina (Chandrapala et al., 2012). Estos
resultados en leche fluida han despertado el interés en la elaboracion de derivados lacteos a partir
de esta misma técnica. Los resultados reportados a la fecha muestran que es posible el incremento
en el rendimiento en queso fresco elaborado con leche TS, mostrando a la vez, menor presencia de
sinéresis y extender la vida de anaquel del producto (Bermudez-Aguirre et al., 2010). Asimismo, en

la fabricacién de yogur, se ha reportado un aumento en la viscosidad y en la firmeza del gel asociados



al empleo de leche termosonicada (Riener et al., 2009). En este trabajo de investigacion se
elaboraron quesos tipo Panela con mezclas de leche reducida en grasa y concentrado de proteina
de suero, tratadas por TS, con la finalidad de realizar un analisis comparativo de sus caracteristicas
mas representativas (textura, color, pH, acidez) que permitieran obtener quesos funcionalmente
similares o mejores que su referencia con leche completa en grasa y tratada solamente por

pasteurizacion.



OBIJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la influencia de tratamientos de termosonicacidn sobre la incorporacidon de
proteinas séricas adicionadas a leche bovina parcialmente descremada, y su efecto sobre

pardmetros tecnoldgicos y caracteristicas funcionales de queso tipo Panela reducido en grasa.
Objetivos especificos

1. Analizar el efecto del tiempo de tratamiento de sonicacién (2, 4, 6 min) a 400 W tedricos en
mezclas de proteina sérica: leche (3, 2, 1 g grasa/100 g leche) a diferentes temperaturas (50,
55, 60°C) sobre parametros fisicoquimicos (pH, acidez titulable y color) y propiedades
funcionales de leche (capacidad de retencidn de agua y firmeza de gel).

2. Implementar un disefio de mezclas para encontrar la relacién ternaria mas apropiada entre
leche descremada, proteina sérica y crema de leche para la elaboracion de queso tipo
Panela reducido en grasa evaluando el rendimiento, la humedad, la textura instrumental, el
color, el pH y la acidez titulable de los quesos elaborados.

3. Evaluarlaretencién de proteinas séricas desnaturalizadas y el contenido de grasa en quesos

seleccionados a partir del disefio de mezclas implementado.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Propiedades fisicoquimicas de la leche

Por definicidn, la leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros, obtenida

mediante uno o mas ordefios sin ningln tipo de adicidn o extraccidn, destinada al consumo en forma

de leche liquida o a elaboracién ulterior (CODEX STAN 206-1999).

Las propiedades quimicas y fisicas de la leche pueden afectar el procesamiento de la leche,

asi como productos derivados de la misma. Algunos de los aspectos mas importantes son descritos

a continuacién:

Sabor: El sabor de la leche, sin tratamiento térmico, es ligeramente dulce, debido a la
presencia de lactosa.

Aroma: es mas o menos acentuado en funcidn de sus componentes. La leche conserva con
mucha facilidad los olores de ambiente o de los recipientes en los que se contenga.

Color: La leche es blanca y opaca debido a los fenédmenos de reflexion y dispersion de la luz
que provocan las particulas en suspension coloidal, glébulos de grasa y micelas de caseina.
En su estado natural, el color blanco puede estar ligeramente matizado por la mayor o
menor riqueza de los carotenos de la materia grasa, lo que a su vez depende de la
alimentacién animal. Sin embargo, una vez que se produce el homogeneizado, la
disminucién del tamafio medio de los gldbulos grasos y el aumento de su numero
incrementan también la dispersion de la luz. El descremado es capaz de remover hasta el
99.5% de la materia grasa y esto provoca el viraje del color de la leche hacia tonos azul-
verdosos, puesto que sdlo quedan ya las micelas de caseina para provocar la dispersion de
la luz, y el color del suero lacteo, es amarillo-verdoso debido a la presencia de riboflavina
(Gil & Ruiz, 2010).

Densidad. En promedio, la densidad a 20°C de leche fresca es alrededor 1029 kg/m3
considerando que el total de la grasa se encuentra en estado liquido. La cristalizacion de la
grasa causa el incremento de la densidad, por ejemplo, la densidad de la leche a 10°C es
alrededor de 1031 kg/m* (Walstra et al., 2006).

Punto de congelacion. Debido al efecto de las propiedades coligativas, el punto de

congelaciéon de la leche se encuentra por debajo del de agua, aproximadamente a -0.55°C.



Debido a la cantidad de lactosa y sales disueltas que permanecen sin congelar cuando el
agua de la leche ya lo ha hecho, lo que hace que aumente la concentracién del extracto
seco; debido a las diferencias en densidad, los triglicéridos se concentran en la parte
superior, mientras que las sustancias minerales y proteinas lo hacen en la inferior.

e pH. El pH de la leche es ligeramente acido, alrededor de 6.7; valores de pH mas bajos
sugeririan crecimiento de microorganismos que fermentan la lactosa a acido lactico o
extensa lipdlisis. EI pH de la leche se ve afectado por la temperatura, generalmente
disminuyendo al aumentar la temperatura, debido a cambios en la disociacién de los grupos
ionizables. La lipdlisis también puede disminuir el pH de la leche, producto de la hidrdlisis
de los ésteres, especialmente ésteres fosféricos. Tratamientos térmicos severos disminuyen
el pH de la leche aun mas, debido a la descomposicién termolitica de lactosa a acidos
organicos, especialmente férmico (Ma & Barbano, 2003).

e Acidez. La leche fresca, obtenida en condiciones higiénicas para minimizar el crecimiento
bacteriano, suele tener una acidez de aproximadamente 0.1 g de &cido lactico/ litro de
leche) y en ausencia de acidos como el lactico o el acético, procedentes del metabolismo
bacteriano, se correlaciona muy bien con la riqueza proteica, puesto que son las caseinas
las que aportan la mayoria de los restos acidos que se ponen de manifiesto durante la

valoracion de la acidez (Gil & Ruiz, 2010).

Desde un punto de vista fisicoquimico, la leche se caracteriza por ser una mezcla muy
compleja de diferentes sustancias: proteinas, lactosa, grasa, sales y vitaminas (Gil & Ruiz, 2010).

Todos estos compuestos se distribuyen en el medio acuoso formando tres fases:

e La materia grasa se acumula en unas estructuras relativamente complejas, los glébulos
grasos, formando una emulsidn grasa/agua peculiar.

e Suspension coloidal de las caseinas (que forman estructuras denominadas micelas, ligada a
la presencia de fosfato coloidal y, en menor medida, a otras sales) y la solucién coloidal de
las seroproteinas, ambas en fase acuosa.

e Solucién verdadera de lactosa, sales minerales y vitaminas solubles en agua.
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1.2 Composicion quimica de la leche

La composicidn quimica global de la leche se resume en la Tabla 1. Las cantidades de los
distintos componentes pueden variar considerablemente en funcidén de multiples factores entre los
gue se encuentran: especie, individuo, raza, genética animal, alimentacién, nimero de ordefios

diarios, edad y factores medioambientales.

Tabla 1. Composicion quimica global de la leche (Gil & Ruiz, 2010)

Componente Intervalo (g/100 g)
Agua 85-90
Proteinas 2.9-4
Grasa 2.5-5
Lactosa 4-5.5
Sales minerales 0.7-1

A continuacion, se describen cada uno de los componentes de la leche que, en conjunto,

determinan que sea un alimento de gran valor nutritivo.
1.2.1 Agua

Es el medio en el que se encuentran dispersas la totalidad de las sustancias que componen
la leche. El contenido de agua en la leche por ser relativamente alto, hace que la distribucién de sus
componentes sea uniforme y permite que una cantidad muy pequefia de leche contenga casi todos
los nutrientes proporcionados en ésta. La magnitud de su concentracidn esta determinado por la

cantidad de lactosa y minerales ionizados que se encuentra presente en la leche (URGJ, 2015).
1.2.2  Proteinas

En la leche se distinguen dos grupos de compuestos nitrogenados: las proteinas y las
sustancias no proteicas conocidas como nitrogeno no proteico (NNP), las cuales representan
alrededor del 95 y 5%, respectivamente, del total de compuestos nitrogenados de la leche (Gil &
Ruiz, 2010). La leche contiene mas de 100 diferentes proteinas, las cuales se clasifican en caseinas y

proteinas séricas (McSweeney & Fox, 2013):

e Caseinas (CNs). Constituyen el 80% de las proteinas totales de la leche y se encuentran en
suspension coloidal estabilizadas mediante cargas eléctricas y por repulsiones de tipo
electrostatico. Son insolubles en medio acido, estables a tratamiento térmico, pero

inestables a pH bajo (precipitacién a pH 4.6, punto isoeléctrico a 20°C). Las caseinas son
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moléculas de gran tamafo que contienen un gran nimero de aminodcidos, entre los cuales
los mas importantes son el acido glutdmico, la leucina y la prolina. Las caseinas se
encuentran en forma de grandes agregados conocidos como micelas de caseina (tamafo
aproximado de 50-500 nm). Estas micelas se constituyen por fracciones especificas de
proteinas denominadas CN asl, as2, B, y k en proporciones variables, con presencia de
calcio en cada grupo fosfato (Phadungath, 2005). La estructura interna de las micelas esta
formada por la agregacion de otras particulas menores, llamadas submicelas, unidas entre
siatravés de puentes de fosfato y por interacciones hidrofébicas. Las moléculas individuales
de caseina se unen dentro de las submicelas fundamentalmente a través de enlaces
hidrofdbicos. Las micelas exhiben estructura porosa, muy voluminosa (4 mL/g de caseina),
fuertemente hidratada (3.7 g H.O/g de caseina) (Swaisgood, 1996). La mayoria de los
modelos estructurales indican que la k-CN se halla localizada mayoritariamente en la
superficie de la micela, jugando un papel esencial en la regulacion del tamafio micelar y en
el mantenimiento de la suspensidn de las caseinas en la leche. La proporcion de k-CN varia
en relacidn inversa con el tamafio de la micela, mientras que la de B-CN lo hace en forma
directa (Riel, 1991). Las micelas de caseina se desestabilizan fundamentalmente por dos
procesos: por la acidez, y por la proteélisis de la k-CN. La acidez tiene dos efectos: En primer
lugar, segun va bajando el pH se van rompiendo los enlaces entre los grupos fosfato y el ion
calcio, al reducirse la ionizacién de los fosfatos. En segundo lugar, las repulsiones entre las
micelas se reducen, al acercarse el pH al punto isoeléctrico de las caseinas. A un pH de
alrededor de 4,5 (y a una temperatura superior a 202C) las caseinas se agregan, formando
una cuajada poco mineralizada. En el tratamiento con quimosina, la k-CN pierde por
protedlisis su regién hidrofila, dirigida hacia el exterior de las micelas. La reduccién de la
hidrofilicidad facilita la agregacién. A temperaturas de refrigeracion (~4°C) las fuerzas
hidrofdbicas que mantienen unidas a las moléculas de caseina se debilitan, e incluso una
parte de la caseina sale de la micela. La gran mayoria permanece, pero unida menos
fuertemente. En particular, las fuerzas que actdan sobre la regién hidrofébica de la B-CN se
debilitan, haciendo que esta exponga mas hacia el exterior, es decir hacia su region hidrofila.
Esto aumenta la hidratacion y voluminosidad de la micela. Como consecuencia, a
temperaturas de refrigeracidon no se produce la agregacion de la caseina ni por la accién de

la acidez ni por la de la quimosina.

12



Proteinas de suero (PS). Suponen el 20% del total de las proteinas y presentan una gran
afinidad por el agua, estando solubilizadas en ella aun cuando el pH de la leche se lleva hasta
4.6 (punto isoeléctrico de la caseina). Igualmente, se encuentran solubles en el suero
obtenido por coagulacién enzimdtica de caseina (accién del cuajo en la elaboracion de
queso) (Gil & Ruiz, 2010). A diferencia de las CN, las de suero son proteinas globulares ya
que contienen suficientes residuos de cisteina capaces de formar enlaces disulfuro y crear
estructuras secundarias y terciarias mas organizadas. Si las proteinas séricas se exponen a
temperaturas mayores a 70°C comienzan a desnaturalizarse (Wang et al., 2006) lo cual
induce su agregacion a través de interacciones hidrofébicas y la formacién de enlaces
disulfuro intermoleculares, como es el caso de la formacion del complejo BLG-kCN. Entre

las proteinas del suero lacteo se distinguen las siguientes:

b-Lactoglobulina (B-LG). Es la proteina mas abundante en el suero de leche. Posee un peso
molecular cercano a 18 kDa. La B-LG puede aparecer en asociaciones diversas dependiendo
de la temperatura y del pH. A pH 4cido (< 3.5) la proteina estd en forma monomérica,
mostrando una gran estabilidad, aunque podrian formarse algunos dimeros (pH préximo a
3). Entre valores de pH en el intervalo de 3.5 a 5.2, se forman tetrdmeros/octameros
reversibles que no conllevan cambios notables en la estructura secundaria y aparece como
un dimero en solucién entre pH 5.2 y 7.5. El cambio de mondmero a dimero en el intervalo
de pH entre 4.5 y 6 produce cambios en la compactacién de la proteina, sin embargo, a pH
7 se produce un cambio conformacional. A pHs superiores a 9 se produce una
desnaturalizacion irreversible del mondmero (Sakurai & Goto, 2007). Es la proteina mas
hidrofdbica de las proteinas lactoséricas, es muy soluble en agua debido a que la mayoria
de los componentes no polares estan en la superficie. En su estructura nativa, su capacidad

de retencidn de agua es muy moderada, del orden de 0.04 g H,0/ g de proteina.

a-Lactoalbumina (a-LA). Proteina de peso molecular de ~16 kDa que representa del 20 al
25% del total de proteinas de suero. Esta relacionada con el sistema enzimdatico que sintetiza
la lactosa y posee un alto contenido en triptéfano (Peso et al., 2012). Un incremento (29) o
disminucidn (<4) en el valor de pH resulta en la disociacién de iones Ca* de la molécula, la
cual desestabiliza la configuracidn molecular y por lo tanto conduce a la desnaturalizacion

(Boye et al., 1997).
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Albumina sérica. Representa el 5% de las proteinas séricas. Su peso molecular es
aproximadamente 65 kDa. Las seroalbuminas son glucoproteinas que tienen aminodcidos
azufrados, tienen actividad inmunolégica, son promotores de la asociacidon de gldbulos

grasos y poseen actividad antibacteriana en la leche ordenada.

Proteasas-peptonadas. Son péptidos que provienen de la protedlisis de B-CN. Poseen un
peso molecular inferior a los 10 kDa y contienen en su estructura glicidos y acido sialico en
proporciones variables. Se las ha definido como la fraccién de proteinas de la leche que no
precipitan por calentamiento a 95°C durante 30 minutos, seguida de acidificacién a pH 4.6.
Son especialmente importantes en la industria quesera ya que su acumulacidn estd asociada

a la aparicion de sabores amargos (Gil & Ruiz, 2010).

1.2.3 Lactosa

Compuesta de una molécula de glucosa y una de galactosa, es el componente mayoritario
del extracto seco magro (ESM), 50 g/L, que puede llegar al 5% del ESM. Es un azucar reductor que
pertenece al grupo de los diholésidos, y es uno de los componentes mas estables de la leche, pero
su contenido estd en funcidn de las sales para mantener el equilibrio osmaético durante la biosintesis
de leche. Es un glicido estable al ataque enzimdatico pero muy sensible al ataque microbiano, que
produce acido lactico. Se encuentra disuelta en agua, en solucién y en equilibrio entre los isémeros
o-lactosa y B-lactosa. En leche, el sabor dulce estd enmascarado por la caseina. La lactosa tiene un
sabor dulce débil (su poder edulcorante es seis veces menor que el de la sacarosa). En la leche, este
sabor dulce esta enmascarado por la caseina, de forma que el suero tiene un sabor dulce mas
acusado (Gil & Ruiz, 2010). Es muy sensible al calor, de forma que el fendémeno de pardeamiento no
enzimatico de leche sometida a calentamiento se debe a la reaccién entre lactosa y los grupos amino
de las proteinas (reaccidon de Maillard). La lactosa puede ser fermentada por ciertas bacterias para
producir acido lactico. Este proceso origina una disminucién de pH, indispensable para lograr la

coagulacidén en la elaboracion de leches fermentadas y quesos frescos (Gil & Ruiz, 2010).

1.2.4 Grasa

La leche posee 30-40 g/L de materia grasa, por lo que constituye el segundo componente

mayoritario, tras la lactosa. La grasa de la leche se encuentra en forma de pequefios glébulos (0.1
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20 um de didmetro) en emulsiéon temporal. Los gldbulos de grasa son heterogéneos, estan
constituidos esencialmente por una micro gota de triglicéridos, parcialmente cristalizados a
temperatura ambiente, recubiertos de una delgada capa protectora, conocida como membrana de
glébulo de grasa (MGG) y constituida de varias capas. La inmediata al nucleo esta constituida por
triglicéridos de elevado punto de fusidon que encajan en una capa de fosfolipidos, y que ademas
contienen moléculas de vitamina A y colesterina. La capa de fosfolipidos estd rodeada por la
proteina de la membrana, a la cual se le atribuye la capacidad de dispersion de la grasa en la leche
y es en esta capa donde también se encuentran algunas enzimas (fosfatasa), metales pesados y
sales. Todas las interacciones entre la grasa y el plasma han de ocurrir a través de la membrana

(Romero & Mestres, 2004).

En definitiva, un glébulo de grasa es una masa de triglicéridos envueltos en una membrana
lipidico-proteica. La presencia de una capa de fosfolipidos en la membrana con la parte apolar
orientada hacia el interior y la polar hacia la fase acuosa, estabilizando el gldbulo. Los glébulos estan
cargados negativamente, con lo que se asegura la repulsién electrostatica de los diferentes gldbulos.
Los glébulos grasos forman racimos a medida que se elevan, debido a su menor peso especifico en
comparacion con el liquido que los rodea formando una capa de crema en la superficie de la leche

(Gil & Ruiz, 2010).
1.2.5 Sales, Minerales y Vitaminas

En la fase acuosa continua se encuentran disueltas, conjuntamente con lactosa vy
compuestos nitrogenados solubles, sales minerales u organicas como citratos, fosfatos y cloruros
de calcio, potasio, magnesio, sodio y trazas de hierro. En la fase coloidal estan en suspensidn micelas
de caseina insoluble que contienen aproximadamente un 20% del calcio y fésforo unidos a su
estructura y sales compuestas de fosfato de calcio coloidal, citratos y magnesio en proporciones
fijas, que contribuyen a estabilizar las micelas. Los glébulos de grasa emulsionados contienen un 1%
de fosfolipidos y en sus membranas se fijan hierro, cobre, zinc y manganeso. Mas de la mitad del
hierro y alrededor del 80% del zinc y cobre se fijan a micelas de caseina y entre el 15 y 30% del
hierro, zinc y cobre se unen a las proteinas solubles. La alimentacion del animal y los cambios
estacionales no influyen de manera significativa en la concentracién de minerales en la leche; por

tanto, el contenido mineral casi no varia a lo largo del afio (CANILEC, 2011).

15



Las vitaminas hidrosolubles del grupo B se encuentran en cantidades relativamente
constantes en la leche pues provienen de la biosintesis de las bacterias del rumen. Por otra parte,
las vitaminas liposolubles (vitamina A, carotenos, tocoferoles, Vitamina K) estan sujetas a
variaciones importantes, pues su concentracion depende de la alimentacién del ganado. Algunas de
estas vitaminas brindan caracteristicas fisicas importantes a la leche, por ejemplo, los carotenos se
encuentran distribuidos en los glébulos de grasa y son los responsables del color amarillo de esta 'y

la riboflavina por su parte brinda el color amarillento al suero (Walstra et al., 2006).

1.3 Generalidades del Queso

Se entiende por quesos a los productos elaborados con la cuajada de leche estandarizada y
pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la
coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos
comestibles y con o sin tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin
adicidn de fermentos de maduracién, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles
opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco,

madurado o procesado (NOM-121-SSA1-1994).

1.3.1 Clasificacién

Al no existir criterios Unicos, la clasificacidon de los quesos puede ser extensa; ademas de la
division bdsica entre quesos frescos y madurados, el proceso de elaboracidn y las caracteristicas
finales del producto pueden emplearse como atributos de clasificacion. En la Tabla 2 y 3 se
presentan algunos de los criterios mds comunes para clasificar a los quesos. En el presente trabajo
se elabord queso tipo Panela, el cual se encuentra dentro de la clasificacidn de queso fresco. Que
por definicidn cumple en lo general con lo sefialado en la definicién de queso y se caracteriza por
ser un producto de alto contenido de humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no
adicionarle ingredientes opcionales y tener un periodo de vida de anaquel corto, requiriendo

condiciones de refrigeracion (NOM-121-SSA1-1994).
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Tabla 2. Clasificacion de quesos segun su maduracion (NOM 121-SSA1-1994)

Frescos Frescales Panela, Canasto, Sierra, Ranchero, Fresco,
Blanco, Enchilado, Adobado.
De pasta cocida Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Adobera
Acidificados Cottage, Crema, Doble crema, Petit Suisse

Madurados Madurados prensados Afiejo, Parmesano, Cotija, Reggianito
de pasta dura

Madurados prensados  Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego,
Brick, Edam, Gouda, Gruyere, Emmental,
Cheshire, Holandés, Amsterdam, Havarti,
Butterkase, Novergia, Provolone, Bola, Jack.
De maduracidn con Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort,
mohos Danablu, Limburgo, Brie.

Procesados Fundidosy parauntar  Amarillo

Tabla 3. Clasificacion de quesos de acuerdo al porcentaje de grasa (NMX-F-713-COFOCALEC-2005)

% Grasa Extracto Seco (GES)

Rico en grasa >60
Extragraso 45-60
Semigraso 25-45
Bajo en grasa 10-25
Sin grasa <10

1.3.2 Proceso de Elaboracion

La elaboracién de todas las variedades de queso involucra generalmente un protocolo
similar pero con diferencias en determinadas etapas que le dan identidad al tipo de queso en

cuestion. La Figura 1, describe las etapas de elaboracién de queso tipo Panela.

Preparacion de la materia prima. Se prepara la leche para hacer constante su composicién
y amparar su inocuidad desde el punto de vista microbiolégico. Esta preparacion involucra
respectivamente operaciones de estandarizacion de la relacién proteina:grasa y pasteurizacion

(63°C, 30 min, 0 72°C, 15 min), seguida de un enfriamiento a 32°C.
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Figura 1. Esquema de elaboracion de queso tipo Panela. Adaptacion (UNAM, 2010)

Coagulacion. Fisicamente, es la floculaciéon de las micelas de caseina que forman un gel
compacto que aprisiona el liquido de dispersidn, suero. La coagulacidn enzimatica tiene lugar con la
adicion de cuajo a la leche, lo cual produce una protedlisis limitada de la k-CN, que pierde su
capacidad estabilizante con respecto a la a y B-CN en presencia del codgulo. Las micelas de CN se
agregan en fléculos y luego en fibras, que producen una red tridimensional que engloba la lactosa y
los glébulos grasos, como una esponja. La estructura la produce el fosfato célcico coloidal. La CN
forma un complejo de fosfocaseinato de calcio en forma mineralizada. Los puentes de calcio y
fosfato calcico coloidal subsisten e incluso se ven forzados por sus componentes nativos; de este

proceso depende la tecnologia quesera.

Corte y desuerado. En general la elaboracién de un queso es un proceso de deshidratacién
por lo que la cuajada debe ser cortada y el suero removido. El corte de la cuajada promueve la
sinéresis, que es la deshidratacion del gel formado y su velocidad y grado va a depender del tamafio
de corte de los cubos, actividad de calcio, pH del suero, temperatura, velocidad de agitacion y el
tiempo. La agitacién debe ser cuidadosa para no tener pérdidas de grasa y proteina. El corte debe
realizarse con liras entre 0.6 y 1.6 cm y de acuerdo al tamafio de los cubos de cuajada serd la

humedad de la cuajada resultante. Si el corte se realiza anticipadamente el gel sera débil y se crearan
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muchas particulas finas que se perderan en el suero, si el gel es muy firme se necesitard una mayor
energia para cortar y también se tienen pérdida de finos ya que las liras deben de cortar mas rapido

(McSweeney, 2007).

Salado y Prensado. El salado modifica el sabor y controla el contenido de humedad final del
queso reduciendo la actividad de agua y previniendo el crecimiento de microorganismos
indeseables en el producto. Por ultimo, el queso se prensa permitiendo la fusién de los granos de

cuajada para formar una masa compacta con la forma deseada.

Refrigeracion. Al no ser un producto madurado, el queso tipo Panela posee una vida de
anaquel corta (aproximadamente 15 dias), por lo cual debe permanecer en condiciones de

refrigeracion.

1.4 Productos Lacteos Bajos en Grasa

Los derivados y productos lacteos bajos en grasa se obtienen principalmente a partir de
leche parcial o totalmente descremada y, en su caso, con el uso de aditivos (proteinas lacteas,
vitaminas, almidones, azucares, etc.) que permitan reducir los posibles defectos asociados a la
ausencia de grasa. En comparacion con los productos elaborados con leche entera, los lacteos
semidescremados o descremados aportan menos calorias, grasa y vitaminas liposolubles Ay D. Estas
ultimas, por ser liposolubles, se pierden parcial o completamente con la grasa butirica y en ocasiones

tienen que restituirse (Drake & Swanson, 1995).

Como resultado de la creciente tendencia a consumir alimentos bajos en grasa, en los
ultimos afios ha habido un interés generalizado en el desarrollo de una tecnologia mediante la cual,
los quesos se pueden elaborar con un menor contenido de grasa, pero con caracteristicas similares
a las variedades convencionales. No obstante, con frecuencia, las caracteristicas sensoriales son
defectuosas, particularmente las texturales, y por lo tanto se han propuesto una serie de
alternativas para mejorar su calidad. Actualmente, se han trabajado tres estrategias para la
optimizacion de la calidad sensorial en productos reducidos en grasa: Modificacion en los procesos

de elaboracién, adicién de cultivos y la utilizacién de sustitutos o miméticos de grasa.
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A la fecha, no se ha logrado que una de las estrategias de reduccion de grasa por si misma
pueda remplazar todas sus propiedades y funciones, aunque avances en la investigacién dentro de
estas tres areas continla mejorando el sabor y textura de los quesos reducidos y bajos en grasa.

Ejemplos concretos de cada una de estas estrategias se describen a continuacion.

1.4.1 Modificacion en los procesos de elaboracion

Realizar modificaciones de procedimiento de elaboracidn es potencialmente el mecanismo
mas simple y econémico para mejorar el sabor y textura de los quesos reducidos en grasa. Muchas
de estas modificaciones se enfocan al estudio de uno de los dos parametros criticos en el queso
reducido o bajo en grasa que son los incrementos potenciales en concentraciones de humedad y/o
cambios en la tasa de produccién de acido lactico. El incremento de la cantidad de agua provee
sensacidn cremosa y puede semejar la textura proporcionada por la grasa. El rendimiento de los
guesos reducidos en grasa tiende a ser bajo ya que este componente representa el 50% o mas de la
masa drenada, por tanto, el aumentar la cantidad de agua en quesos reducidos o bajos en grasa
permite incrementar el rendimiento. Dentro de las numerosas modificaciones en el proceso de
elaboracion se incluyen la disminucién de la temperatura de coccién, tiempos cortos de coccidn,
uso de agua helada en el enjuague de la cuajada, entre otros, los cuales pueden incrementar la
retencién de agua en el producto. Por otra parte, el desarrollo de acido lactico es un parametro
critico en los quesos bajos o reducidos en grasa. Dado que estos productos contienen mas cantidad
de agua y generalmente se producen utilizando baja temperatura de coccién, esto provoca que la
bacteria 4cido lactica iniciadora pueda propagarse a tasas excepcionalmente altas en el queso,
produciendo un sabor amargo en exceso. Modificaciones en el proceso, como es el uso de cepas
especiales de cultivos iniciadores de acido lactico, disminucién de los tiempos de maduracion (en el
caso de quesos maduros), utilizacion de agua fria al enjuagar la cuajada estan dirigidos al control de

produccién de acido lactico en los quesos (Drake & Swanson, 1995).

1.4.2 Adicion de cultivos

La adicion de cultivos lacticos selectos se ha utilizado como una estrategia para mejorar o

acelerar el desarrollo de sabor en quesos bajos o reducidos en grasa (Drake & Swanson, 1995). Esto

20



se logra mediante el incremento en la tasa de protedlisis, especificamente la actividad de la
aminopeptidasa, lo cual reduce el amargor y aumenta la concentracion de péptidos de sabor
deseable y de precursores de compuestos volatiles. Los cultivos mas utilizados hoy en dia son los
del género Lactobacillus spp. En este aspecto, Tungjaroenchai et al. (2001) evaluaron los efectos de
4 cultivos adjuntos con diferentes niveles de actividad de amilopeptidasa en el sabor y textura de
queso Edam reducido en grasa (20% grasa). La actividad de la aminopeptidasa de L. lactis ssp.
diacetilactis fue mads alta que la de L. helveticus, L. reuteriy Brevibacterium, respectivamente, pero
los quesos que contenian L. helveticus desarrollaron los niveles mas altos de aminoacidos libres.
Asimismo, se reportaron algunos efectos benéficos en la textura al emplearse L. helveticus y L.
reuteri. Por su parte, Midje et al. (2000) utilizaron Lactobacillus casei 7a como microorganismo
adjunto en la produccién de queso Cheddar bajo en grasa. El producto fue reducido en la intensidad
de sabor, comparado al queso control (sin reduccion de grasa), pero fue aceptado por los
consumidores. Recientemente, Skeie et al. (2013) elaboraron queso Norvegia con adicién de L.
plantarum y L. casei, quienes influenciaron positivamente en la textura del queso. El incremento en
el desarrollo de acidos organicos y compuestos de sabor volatiles, mostraron que las cepas de

Lactobacillus empleadas tuvieron influencia en la produccién de compuestos de sabor en el queso.

1.4.2 Sustitucion de grasa

Los sustitutos de grasa son compuestos que poseen propiedades fisicas y funcionales de
grasas y aceites. Su finalidad consiste en reducir las calorias aportadas por este nutriente, sin afectar
a la calidad sensorial del alimento. Asi, estos productos han de cumplir una serie de funciones, tales
como ser capaces de proporcionar lubricacidn, sabor, cremosidad y sensacion en la boca, todas ellas

inherentes a las grasas.

Por su parte, los miméticos de las grasas son materiales que sustituyen el volumen, cuerpo
y la sensacién en la boca que proporcionan las grasas, pero que no aportan calorias en la misma
proporcién que éstas. Son constituyentes naturales de los alimentos, de origen proteico o
hidrocarbonado que, una vez modificados fisica o quimicamente, imitan las propiedades
organolépticas de las grasas aunque no las pueden sustituir en todas sus funciones. Se caracterizan

por su notable absorcién de agua, pero son sensibles al calor.
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-Derivados de carbohidratos. Algunos de ellos son la celulosa, almidén, maltodextrinas,
gomas (garrofin, arabiga, carragenanos), féculas, fibra y polidextrosa, y sustituyen parcial o
totalmente la grasa por sus cualidades espesantes y gelificantes, de manera que dan cuerpo y
consistencia a los productos y aumentan la viscosidad. Las maltodextrinas y los almidones
modificados absorben el agua y forman geles que simulan la textura y la sensacién de la grasa. Las
gomas confieren cremosidad y ayudan a estabilizar las emulsiones de agua y grasa. La polidextrosa
actlia como un agente que reemplaza el volumen que se pierde al retirar la grasa de un alimento. Y
el gel de celulosa proporciona una sensacién en la boca andloga a la grasa. Ademas, todos ellos

aportan entre 0y 4 calorias por gramo, la mitad de energia que grasas.

-Derivados de proteinas. Procedentes de huevos, leche, suero de leche, soja, gelatina y
gluten de trigo se usan por su cualidad de imitar la textura y la sensacion de tomar un alimento con
grasa. Se utilizan en productos congelados y refrigerados, como quesos, mayonesas, mantequillas,
helados y yogures con menos grasa, y ayudan a estabilizar las emulsiones en salsas, aderezos y otros

condimentos.

Dentro de estos miméticos de grasa, la utilizacién de proteinas contenidas en suero de leche
posee un potencial sumamente interesante. El suero es el liquido remanente de la coagulacion de
la leche durante la elaboracidn de quesos. Se obtiene tras la separacidén de proteinas (caseinas) y de
la grasa. El suero de queseria constituye del 80 al 90% del volumen de la leche y contiene la mayor
parte de sus componentes solubles en agua: carbohidratos (lactosa), minerales, vitaminas
hidrosolubles y proteinas solubles (B-Lactoglobulina y a-Lactoalbumina, principalmente). Existen
varios tipos de lactosuero dependiendo principalmente de la eliminacién de la caseina, el primero
denominado dulce, esta basado en la coagulacidon por la renina a pH 6,5. El segundo llamado acido
resulta del proceso de fermentacion o adicién de acidos organicos o acidos minerales para coagular
la caseina como en la elaboracién de quesos frescos (Jelen, 2003). Las practicas industriales y
ecoldgicas requieren que el suero se utilice para propdsitos constructivos, ya que el grado de
contaminacidon que generan al verterlo al drenaje es muy alto, ademas, se desperdician

componentes altamente nutritivos.

La naturaleza polar de los miméticos de grasa tiene una gran ventaja en cuanto a la
capacidad de retencidén de agua, pues tiene el potencial de mejorar la textura e incrementar el

rendimiento en quesos reducidos y bajos en grasa. En este sentido, las proteinas de suero,
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particularmente en estado desnaturalizado, pueden cubrir esta funcién, ademas de ser ingredientes
que proporcionan propiedades tales como gelacidn, espesamiento, solubilidad, espumado vy

emulsificacién para alimentos (Bryant & McClements, 1999; Mason, 1998).

Concentrados. Los concentrados de proteina de lactosuero (WPC) son elaborados por la
ultrafiltracién que consiste de una membrana semipermeable, la cual selectivamente permite pasar
materiales de bajo peso molecular como agua, iones y lactosa, mientras retiene materiales de peso
molecular alto como la proteina. El retenido es asi concentrado por evaporaciény liofilizado (Zadow,

2003; Muiii et al., 2005).

El WPC es definido por el Cdodigo de Estados Unidos de Regulaciones Federales como la
sustancia obtenida por la eliminacién de suficiente constituyente no proteico a partir de lactosuero
para que el producto seco final contenga no menos del 25% de proteina. La mayoria de los WPC en
el mercado contienen 34-35% u ~80% de proteina (Foegeding & Luck, 2002). En la Tabla 4 se muestra
la composicién nutricional y el valor del pH de los asilados y concentrados de proteina con
contenidos de proteina diferentes. Los WPC conteniendo ~35% de proteina son elaborados como
sustitutos de leche descremada, y son utilizados en la elaboracién de yogurt, queso procesado, en
varias aplicaciones de bebidas (Foegeding & Luck, 2002), fideos, galletas, helados, pasteles (Mufi et
al., 2005), derivados lacteos, panaderia, carne, bebidas, y productos de formulaciones infantiles
debido a las propiedades funcionales excelentes de sus proteinas y sus beneficios nutricionales
(Foegeding y Luck, 2002; Diaz et al., 2004), resaltando que los WPC contienen un 80% de proteina,
son formulados para aplicaciones como gelificaciéon, emulsificantes y formacién de espuma

(Foegeding & Luck, 2002).

Hidrolizados. La hidrdlisis puede ser usada para cambiar las condiciones requeridas para la
gelificacion. En esta aplicacion, el proceso es disefiado para producir péptidos con estructuras que
son diferentes comparadas con aquellas proteinas intactas, pudiendo asi reducir la alergenicidad
(Foegeding & Luck, 2002), realzando propiedades funcionales y bioldgicas, ademas modifica la
solubilidad, foaming y emulsificacidn de las proteinas de lactosuero. Al respecto, la hidrdlisis puede
mejorar la estabilidad y habilidad de formar espuma al incrementar la cantidad de aire incorporado,
ademads pueden ser aplicados para incrementar la estabilidad de emulsidn y cambiar las condiciones

requeridas para la gelificacién (Foegeding & Luck, 2002).
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Aislados. Los aislados de proteina de lactosuero (WPI) tienen como caracteristicas
importantes un 90% de proteina y entre 4-5,5% de agua. Por su alta pureza, los WPl son usados
extensivamente en suplementacion nutricional, bebidas deportivas y medicinales (Foegeding &
Luck, 2002). Han sido empleados como proteinas de alimentos funcionales en formulaciones de
alimentos, por sus propiedades de hidratacidn, gelificacidn, emulsificacion, y propiedades para
formacién de espuma de WPI (Foegeding & Luck, 2002; Nicorescu et al., 2009), ademas, estos
productos son elaborados para la aplicacién de agentes complejantes especificos los cuales se
enlazan con proteinas, permitiendo su eliminacion de lactosuero, utilizando absorbentes como

carboxy-metil celulosa u éxidos inorganicos (Zadow, 2003).

Tabla 4. Contenido de nutricional de concentrados y aislados de lactosuero

(Foegeding & Luck, 2002)

Presentacion % Proteina % Humedad %Llactosa % Grasa % Ceniza pH
WPC 35 34,7 3,7 51,3 3,9 6,5 6,4
WPC 35 ranges 34-35,4 3,5-4 51-54,5 3,5-5 3,1-8 6,2-6,7
WPC 80 81,3 4,8 5,9 6,3 3,7 6,6
WPC 80 ranges 80-83 4,2-5,5 4,2-1,0 4,2-10 2,9-5 6-7
WPI 94,3 4,8 1 0,7 3,0 6,7
WPI ranges 92-96,1 4-5,5 0,6-2,0 0,4-1,0 2,6-3,4 6,0-7,1

Respecto a las propiedades texturales, se han reportado mejoras importantes en quesos
reducidos en grasa, como consecuencia directa de la incorporacién de proteinas de suero. Lobato-
Calleros et al. (2001) trabajaron con queso Manchego bajos en grasa (15 g grasa/L de leche), los
cuales se prepararon con sustitutos de grasa comerciales que consisten en concentrado de proteina
de suero (10 g WPC/L de leche), y una mezcla de pectinas de bajo metoxilo (LMP; 2.5 g LMP/L de
leche) con proteina de suero microparticulada (MWP; 10.5 g MWP/L de leche), empleando queso
bajo en grasa sin adicidn de sustitutos y queso con la grasa completa (30 g grasa/ L de leche) como
controles. Tras 30 dias de maduracidn, las micrografias electrénicas mostraron que los quesos con
LMP y WPC perdieron la matriz proteica caracteristica compacta y densa del queso control bajo en
grasa, pero exhibieron valores de dureza, elasticidad, cohesividad y masticabilidad similares a los
del queso control con toda la grasa. Skeie et al. (2013) reportaron que la textura de queso Norvegia
(un queso tipo Gouda, fundente) bajo en grasa fue mejorada al reducirse la firmeza y la textura
gomosa del queso. Esta mejora se obtuvo por la adicion de 15% de proteinas de suero de

mantequilla y 3% de proteinas de suero de leche en microparticulas a la leche de queseria.
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1.5 Tratamientos de Conservacion

Para obtener un buen queso es necesario utilizar leche de excelente calidad, que provenga
de un animal sano y bien alimentado, y que sea sometida a un tratamiento con la finalidad de
destruir la carga microbiana que ocasiona el deterioro de la calidad fisica, quimica, bioldgica, o que

origina algun tipo de perjuicio en la salud del consumidor.

Tratamientos Térmicos. Tradicionalmente han sido empleados tratamientos térmicos para
garantizar la inocuidad de leche; sin embargo, en diversos estudios se ha demostrado que la
temperatura empleada provoca también acciones sobre los componentes del producto llegando a

afectar a propiedades fisicas, fisicoquimicas, funcionales y nutrimentales (Agrimundo, 2014).

La lactosa sufre isomerizacion y degradacidn por su exposicién a la temperatura provocando
la aparicion de compuestos que dan lugar a diferentes aromas, colores y sabores en leche, ademas
de una disminucién del pH; por su parte en las proteinas se produce una disminucién de su
digestibilidad por formacion de nuevos enlaces intra o intermoleculares entre proteinas o con otros
componentes de los alimentos generando pardeamiento enzimdtico, cambios en viscosidad,
disminucién de capacidad de cuajarse y velocidad de sinéresis, asi como la unién de B-Lactoglobulina

a k-CN y proteinas a la membrana de glébulo de grasa (MGG).

En lo que concierne al valor nutricional el proceso térmico puede afectar la estabilidad de
algunas vitaminas e inclusive generar su pérdida, dependiendo de la intensidad del calor aplicado.
En una pasteurizacion LTLT, las vitaminas que sufren mayores dafios son: vitamina C con pérdidas
entre 10-20%, acido félico con pérdidas que van del al 5-10%, vitamina B12 con pérdidas del 5-10%
y vitamina B6 con pérdidas inferiores al 10%. Los minerales en general son poco afectados, aunque
en algunos casos se puede modificar su absorcién por formacién de complejos insolubles; en cuanto
a la superficie del glébulo de grasa GG, cuando este es destruido las enzimas (lipasas) encuentran
un sustrato, degradando los triglicéridos en glicerol y acidos grasos, la cual es una reaccién lenta,
que influye rapidamente sobre el sabor de la leche, ademads de reacciones de oxidacién de acidos

grasos insaturados que generan un sabor amargo, aceitoso o metalico (Alais, 2003).

Tratamientos Emergentes. Actualmente estdn siendo explorados métodos alternativos a la
pasteurizacién y la esterilizacion térmica de alimentos, dado que los tratamientos térmicos

convencionales a menudo resultan en la formacién de sabores no deseables asi como a la pérdida
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de nutrientes valiosos (Marsili, 2003). Tales métodos de conservacién de alimentos incluyen la
aplicacion de campos eléctricos pulsados, la microfiltraciéon, el envasado en atmédsferas modificadas,
la alta presion hidrostatica y ultrasonicaciéon (Ferndandez-Molina et al., 2001). Estas nuevas
tecnologias son muy atractivas para ser utilizadas en combinacién, ya sea entre ellas o con

tratamientos térmicos buscando sinergismos para optimizar la calidad total de los alimentos.

* Campos Eléctricos Pulsantes de Alta Intensidad (CEPAI). Constituyen una de las tecnologias
mas prometedoras para la conservacién de los alimentos. La pasteurizacién con CEPAI involucra la
utilizacion de pulsos eléctricos de alto voltaje en el alimento colocado entre dos electrodos. El
tratamiento se realiza a temperatura ambiente o por debajo de ésta, en milésimas de segundos, y
las pérdidas de energia por calor son minimizadas. Esta tecnologia es considerada superior al
tratamiento térmico convencional, debido a que reduce grandemente los cambios que ocurren en
las propiedades sensoriales (sabor, color), y fisicas (textura, viscosidad) de los alimentos (Quass,
1997). Ademas de conservar los atributos sensoriales de los alimentos, los CEPAI no introducen
cambios quimicos significativos en ellos y puede que no sean considerados como aditivo
alimentario. Por el contrario, es una tecnologia efectiva, segura y limpia. Los aspectos mas
importantes de esta tecnologia son la generacién de campos eléctricos pulsantes de alta intensidad,
el disefio de camaras para el tratamiento del alimento, de tal manera que éste reciba un tratamiento
uniforme con un minimo incremento de la temperatura, y el buen disefio de electrodos para

minimizar la electrdlisis (Zhang et al., 1995).

* Tecnologia de Pulsos de Luz. Los pulsos de luz son producidos utilizando tecnologias de
ingenieria que multiplican la potencia varias veces. La potencia se magnifica por la acumulacién de
energia eléctrica en un condensador que almacena energia por tiempos relativamente largos
(fracciones de segundos). Esta energia almacenada se utiliza para realizar el trabajo en tiempos
mucho mas cortos (millones o miles de segundos). El resultado es una potencia elevada durante el
ciclo de trabajo, con un gasto moderado en el consumo de energia. Las tecnologias de Pure Pulse
han desarrollado dos nuevos procesos para inactivar microorganismos, asociados con el envasado
de productos alimenticios, suministros médicos, farmacéuticos, agua y aire. Estos nuevos procesos
son denominados Pure Bright y Cool Pure (por su nombre en inglés). Los primeros utilizan rayos de
luz de corta duracion en el espectro amplio de luz blanca para inactivar un amplio nimero de
microorganismos incluyendo esporas y hongos. Cada pulso de luz dura solamente millonésimas de

segundos. Durante cada pulso que pasa la intensidad de la luz es de unas 200.000 veces la intensidad

26



de la luz en la superficie terrestre. Mientras tanto, el proceso de campos eléctricos pulsantes de alta
intensidad (Cool Pure) utiliza multiples pulsos de corta duracién, y campos eléctricos pulsantes de
alta intensidad para inactivar los microorganismos en los alimentos transportados por tuberias. El
intervalo de temperaturas durante la aplicacién de este proceso es muy bajo, por lo que no causa
danos térmicos apreciables. El sabor original, textura y funcionalidad de los productos alimenticios

se mantiene (Dunn, 1996).

* Campos magnéticos estaticos y oscilantes. La utilizacidn de campos magnéticos oscilantes
para la inactivacidon de microorganismos tiene el potencial de pasteurizar alimentos con una mejora
en la calidad y en la vida de anaquel, en comparacidon con los procesos convencionales de
pasteurizacion. Los campos magnéticos pueden ser estdticos u oscilantes. En el campo magnético
estdtico la intensidad del campo magnético es constante con el tiempo, mientras que en un campo
magnético oscilante se aplica en forma de pulsos. La carga de los pulsos es inversa en cada pulso. El
campo magnético puede ser homogéneo o heterogéneo. En un campo magnético homogéneo la
intensidad del campo (B) es uniforme en el drea envuelta por el campo magnético mientras que en
un campo magnético heterogéneo, B no es uniforme con las intensidades, disminuyendo asi como
las distancias del centro del alambre aumentan. Los campos magnéticos oscilantes, aplicados en

forma de pulsos, invierten la carga en cada pulso pero también la intensidad de cada

* Microfiltracidn. Su principio es la separacion fisica; es el tamafio de poro de la membrana
lo que determina hasta qué punto son eliminados los sélidos disueltos, la turbidez y los
microorganismos. Se ha demostrado que las tecnologias de membranas se pueden utilizar en la
industria de alimentos para la clarificacion, como coadyuvante de pasteurizacion y esterificacion
(Chiampo & Conti, 1999). Muchas de sus aplicaciones industriales se han desarrollado en la industria
lactea, siendo utilizadas en el tratamiento de la leche por ultrafiltracién (UF), en la produccion de
queso, en el tratamiento del suero de la leche por UF y en la elaboraciéon de leche fresca
microfiltrada (Chacdn-Villalobos, 2006). Sin embargo, a pesar de sus beneficios aun existen
limitaciones que impiden adoptar esta técnica, puesto que no solo ocurre la reduccién continua del
flujo de permeado, sino también la pérdida de la permeabilidad y de la selectividad, requiriendo de
una serie de lavados con quimicos fuertes a altas temperaturas (60-80 °C) que en algunos casos

modifican la estructura y la composicién quimica de las membranas (Gallego-Ocampo, 2011).
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* Atmodsfera modificada. La conservacion en atmdsfera modificada consiste en empacar los
productos alimenticios en materiales con barrera a la difusidn de los gases, en los cuales el ambiente
gaseoso ha sido modificado para disminuir la tasa de respiracién, reducir el crecimiento microbiano
y retrasar el deterioro enzimatico con el propdsito de alargar la vida util del producto (Ospina-

Meneses & Cartagena-Valenzuela, 2008).

* Alta presion hidrostdtica (APH). Es una tecnologia de gran interés en la industria de los
alimentos debido a que es efectiva en la conservacién de los mismos. La APH provoca la inactivacién
de las células microbianas sin alterar la calidad sensorial ni los nutrientes de los alimentos (Cheftel,
1995). El efecto de la alta presidn sobre la viabilidad de los microorganismos es una combinacion de
varias acciones (Farr, 1990): cambios en la morfologia de la célula, los cuales son reversibles a bajas
presiones (300 MPa); desnaturalizacidn de proteinas a presiones altas debido al desdoblamiento de

las cadenas peptidicas; modificaciones que afectan a la permeabilidad de la membrana celular.

* Ultrasonido (US). Desde el punto de vista de conservacidon de alimentos, es de interés el
ultrasonido de baja frecuencia, por obtener cambios fisicos y quimicos deseables en el producto. En
la industria alimenticia, el ultrasonido se utiliza tradicionalmente en la homogeneizacién de
emulsiones, la ruptura de células, la limpieza de material, la dispersidon de sélidos en medios
liguidos, entre otros (Gomez-Diaz & Ldpez-Malo, 2009). La termosonicacion (TS) consiste en la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (<100 KHz) en conjunto con un tratamiento térmico. Si
aparte en el proceso se aplica presion, entonces se habla de manotermosonicaciéon (MTS). La TS
promueve la inocuidad de la leche, ademds de generar cambios en su estructura, que pueden ser
utilizados para mejorar las caracteristicas de algunos derivados lacteos. Debido a que el tema de

investigacion trata sobre este tdpico, se menciona a detalle en una seccién independiente.

1.6 Ultrasonido (US)

El US se define como la energia generada por ondas sdnicas de 20 kHz o mas vibraciones
por segundo (Hoover, 2000). Es una de las tecnologias emergentes que se han desarrollado para
minimizar el procesamiento, maximizar la calidad y garantizar la seguridad de productos

alimenticios. Su uso en el procesamiento de los mismos es relativamente reciente; sin embargo,
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existe una gran lista de aplicaciones potenciales en esta industria con efectos prometedores en el

procesamiento y conservacion de los alimentos (Patist & Bates, 2008).

Basados en rango de frecuencia, las aplicaciones de ultrasonido en la elaboracién de
alimentos, el andlisis y el control de calidad se pueden dividir en baja y alta energia (Villamiel & De

Jong, 2000); las caracteristicas mas notables de cada uno se describen a continuacion:

US de baja intensidad (intensidad < 1 W/cm? y frecuencia 0.1-20 MHz). Las ondas
ultrasénicas en este rango son adecuadas para medir propiedades del medio en el que se propagan
ya que no producen ninguna modificacidn en el mismo. La aplicacién mdas comun de este tipo de US
en el sector alimentario es en pruebas analiticas dirigidas a obtener informacién sobre las
propiedades fisicoquimicas y el estado de los alimentos. El US de baja intensidad se ha utilizado para
apoyar de forma no destructiva programas de mejora genética para el ganado y para la evaluacion
de la composicidn de los productos carnicos crudos y fermentados, peces y aves de corral. También
se ha empleado para el control de calidad en verduras frescas y frutas, antes y después de la cosecha
y para el seguimiento de propiedades fisicoquimicas selectas durante el procesamiento de diversos
productos incluyendo quesos diversos, aceites comestibles, pan, granos, emulsiones, geles
alimenticios, aireado y alimentos congelados. Otras aplicaciones incluyen la deteccién de la
adulteracion de la miel y la evaluacion del estado de agregacion, el tamafio y tipo de proteina. Con
intensidades bajas (o altas frecuencias), se generan corrientes acusticas que provocan movimiento

y mezcla del fluido sin formacion de burbujas por cavitacién (Alzamora et al., 2011).

US de alta intensidad (intensidad 10- 1000 W/cm? y frecuencia < 0.1 MHz). En este tipo de
Us, el fendmeno de cavitacion puede afectar las propiedades fisicas y quimicas de los alimentos, asi
como destruir o alterar las paredes celulares de los microorganismos y enzimas (Feng et al., 2011).
Esta tecnologia emergente se ha utilizado como alternativa a las operaciones convencionales de
procesamiento de alimentos; se ha reportado su uso para el control de microestructura y
modificacién de caracteristicas texturales de diversos productos, para produccion de emulsiones,
como antiespumante y para modificar propiedades funcionales de diferentes proteinas alimenticias,
como agente para modulacién de actividad enzimatica; por otra parte, se ha empleado para
inactivacidon microbiana y como coadyuvante en procesos de congelacién, descongelacion,

liofilizacidon, entre otros (Chemat et al., 2011).
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1.6.1 Cavitacion

Cuando una onda sonora se propaga en un medio liquido de forma longitudinal, se crean
ciclos de compresidn-expansion alternados (rarefaccion), los cuales involucran el crecimiento y
colapso de micro burbujas en los liquidos, fenédmeno conocido como cavitacidn, el cual imparte una
gran cantidad de energia al medio. Cuando la presidn negativa en el liquido, creada por el ciclo de
expansion alternativo, es lo suficientemente bajo, es capaz de superar las fuerzas intermoleculares
(fuerza de tensién) del liquido tratado, provocando la formacién de pequeiias burbujas. Durante el
subsecuente ciclo de expansién-compresion, las burbujas de gas se expanden y se contraen
simultdneamente (Robles et al., 2012). Posteriormente, el crecimiento de las burbujas puede darse
por dos mecanismos principales: difusién rectificada y coalescencia de las burbujas. Una burbuja
individual dentro de un sistema experimenta una presion fluctuante durante la oscilacidon de la
burbuja. Esto puede causar que gas disuelto y/o vapor del disolvente se difunda dentro y fuera de
la burbuja oscilante. Si la presidon de conduccién es por encima de un cierto umbral, la cantidad de
gas/vapor que se difunde en la burbuja durante la fase de expansidn sera mayor que la cantidad
gue se difunde fuera de la burbuja durante la fase de compresion de la oscilacién de la burbuja. Lo
anterior conduce a un crecimiento neto en el tiempo, que se conoce como difusidn rectificada. En
los sistemas que contienen muchos nucleos de burbujas (como lo son los sistemas lacteos), dos o
mas burbujas se pueden combinar por coalescencia burbuja- burbuja, esta es otra via de crecimiento

posible (Chandrapala & Leong, 2015).

De acuerdo a Cullen et al., (2012), las burbujas generadas pueden provenir de dos tipos de
cavitacion: estable y transitoria. La cavitacidn estable es aquella en el cual el tamafio de las burbujas
se mantiene en equilibrio durante muchos ciclos de presidn acustica, permitiéndoles existir por un
largo tiempo, posibilitando la formacién de nubes de burbujas. Por otra parte, la cavitacidn
transitoria, también conocida como inercial, genera burbujas que existen por periodos de tiempo
muy cortos, a veces menores a un ciclo, y se caracterizan por colapsar violentamente. Se sabe que
el efecto de la cavitacidn es el que produce el efecto conservador en la tecnologia de US, ya que de
ésta manera se promueve la implosidn de microburbujas. La energia liberada de manera singular es
muy pequefia, pero millones de colapsos en segundos producen un efecto mayor, provocando
incrementos instantaneos y localizados de temperatura que superan los 5000 K, pero que se disipan
sin provocar una elevacién sustancial de la temperatura del liquido tratado; por otra parte, la

cavitacion también genera incremento de presidn que puede las 1000 atm (Robles et al., 2012; Feng
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et al., 2011). El colapso de las burbujas cerca de la superficie de sélidos forma micro corrientes
asimétricas; la velocidad de estas micro corrientes puede alcanzar hasta el rango de cientos de m/s.
Los microorganismos, los cuales poseen superficies hidrofébicas, promueven el colapso de las
burbujas cerca de su superficie provocando dafios graves en la pared celular. Ademas, las micro
corrientes pueden conducir a la erosidon de las paredes celulares, lo que también puede incidir en la
tasa de inactivacion microbiana (Chandrapala & Leong, 2015). Para la fabricacion de sistemas
dispersos, las micro corrientes generadas cerca de la interfaz entre dos liquidos inmiscibles facilita
su emulsificacién (Thompson & Doraiswamy, 1999). Con la cavitacion, las moléculas de agua se
pueden dividir para formar radicales libres, los cuales intensifican las reacciones quimicas, inducen
el reticulo de moléculas de proteina en un medio acuoso y aumenta la velocidad de las reacciones
de transporte de masa debido a la generacion de turbulencia local, fuerzas de corte vy

microcirculacién del liquido (corriente acustica) (Cavalieri et al., 2008).

1.6.2 Ultrasonido de potencia en sistemas lacteos

La aplicacién de ultrasonido a los procesos convencionales para la produccion de lacteos
tiene el potencial de proporcionar beneficios significativos, tanto econdmicos como tecnoldgicos,
incluyendo el ahorro de energia y la mejora de las propiedades del producto. En los ultimos afos,
los efectos fisicos y quimicos de ultrasonido de alta intensidad en medios liquidos y sdélidos han sido
ampliamente estudiados. Ertugay y Sengul (2004) estudiaron la homogeneizacién ultrasénica de
leche a 20 kHz y compararon los resultados con un proceso convencional. La distribucién del tamafio
de los gldobulos de grasa después del proceso convencional de homogeneizacion (200 bar y 55°C)
fue de aproximadamente 2-5 um, mientras que al aplicar US, el tamafio se redujo por debajo de 1
pum, atribuyendo la mayor reduccién de tamano a los efectos de la cavitacién acustica. Wu et al.,
(2001), también observaron efectos de homogeneizacién ultrasénica en gldbulos de grasa de leche,
reportando que el ultrasonido de alta intensidad (90, 225 and 450 W, 20 kHz), el tiempo de
coagulacién de leche homogenizada ultrasénicamente para elaboracidon de yogurt se redujo
significativamente debido a un aumento en la actividad enzimatica. Ademas, se observé una
reduccion de la sinéresis y un incremento en la viscosidad del yogurt. Los efectos posteriores se
atribuyeron al aumento en la retencidon de agua de la caseina que estaria disponible conforme
aumentara el area de la superficie de la membrana de los glébulos de grasa. Vercet et al. (2002),
estudiaron las propiedades reoldgicas yogurt elaborado con leche manotermosonicada (MTS),

observando una mejora sustancial en la textura y firmeza del producto. Por su parte, Reiner et al.

31



(2009) también encontraron que en comparacidn con yogures convencionales, los cultivos de leche
tratados por TS tenian valores de gelificacion de pH mas altos, mayores viscosidades y capacidades
de retencién de agua superiores. Los autores afirman, ademas, que la estructura era diferente, se
mostré como un panal de red y se exhibié una naturaleza mds porosa. Bermudez-Aguirre et al.
(2009b) reportaron cambios menores en las propiedades nutricionales de la leche tras aplicar un
tratamiento ultrasdnico (24 kHz, 400 W y 30 min), con la ventaja de extender la vida util del producto

mas de 16 dias bajo refrigeracion sin el uso de tratamientos térmicos intensivos.

Bermudez-Aguirre et al. (2008) estudiaron los cambios en la microestructura de los gldbulos
de grasa de leche entera posterior a un tratamiento de TS. La sonicacion (24 kHz, 400 W y 30 min)
de leche entera a temperatura alta (63°C) produjo glébulos de grasa de <1 um con mas sitios de
union en la membrana de glébulos de grasa favoreciendo la fusidon de la caseina y proteinas de
suero, produciendo un ingrediente ideal para la elaboraciéon de queso. Los autores sugirieron que
los cambios observados se debieron a la cavitacién ya que el tratamiento térmico por si solo no
mostré cambios similares en los glébulos de grasa. Villamiel & De Jong (2000) informaron de una
reduccidn del tamafo de los glébulos de grasa de leche de hasta 82% empleando US de alta
intensidad (150 W, 20 kHz). Bosiljkov et al. (2011) mostraron que el aumento de amplitud (20, 60y
100%) y el tiempo (2-15 min) de ultrasonido (30 kHz, utilizando sondas de 7 y 10 mm) influian
significativamente sobre el grado de homogeneizacién de la leche. Koh et al. (2014) utilizaron
ultrasonido de potencia (20 kHz) y un homogeneizador de alta presidn para investigar la reduccion
del tamafio de particula de los sistemas de concentrado de proteina de suero (WPC) en la
presencia/ausencia de condiciones de cavitacidn. La reduccion del tamafio de particula en los
sistemas de WPC en condiciones de alta presién mostro resultados comparables cuando se someten
a ultrasonido bajo condiciones similares de energia. El estudio remarca el hecho de que las fuerzas
de cizallamiento generadas eran los principales responsables de las reducciones del tamafio de
particula observada en ambos tipos de tratamiento. En el caso de la aplicacion de US, las fuerzas de
cizallamiento son el resultado del fuerte colapso de las burbujas. Jambrak et al. (2008) mostraron
que el US de sonda con una intensidad alta (20 kHz) posee un efecto importante sobre las
propiedades funcionales de la proteina de suero de leche incluyendo la solubilidad y la capacidad
espumante. Sus resultados mostraron que el US de bafio a 40 kHz tuvo menos efecto sobre la
proteina de suero que con la sonda a 20 kHz. Esta observacion se explica por la forma de

tratamiento; en el tratamiento de sonda, hay contacto directo con la solucién, mientras que en los
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bafios se sumergieron frascos llenos de soluciones, asi que no habia contacto directo con la

superficie radiante.

Shanmugam & Ashokkumar (2014) demostraron la posibilidad de incorporar nuevos aceites
alimenticios en los sistemas lacteos mediante emulsificacion ultrasénica (US de sonda, 20 kHz). No
se requirié adicion de agentes tensoactivos para estabilizar la emulsion, ya que se encontrd que una
pequefia cantidad de proteinas de suero parcialmente desnaturalizadas rodeaba las gotitas de

aceite emulsionadas, proporcionando suficiente estabilidad durante un minimo de 9 dias.

Utilizando leche previamente termosonicada a 400 W, 24 kHz y 120 um acoplado a una
pasteurizacién LTLT (63°C, 30 min), Bermudez-Aguirre et al., (2010) elaboraron queso fresco,
obteniendo un rendimiento considerablemente alto (20.6%) y un producto con color mas blanco,
una cuajada menos dura, reduccién en el tiempo de coagulacion, una estructura mds homogéneay
un menor grado de sinéresis en comparacion con su contraparte elaborado con leche pasteurizada.
Los autores atribuyen el aumento de humedad en el queso a una posible reorganizacién de las
moléculas dentro del queso y a la incorporacidn de las proteinas de suero a la superficie de la micela

de caseina.

Dentro del grupo de investigacion donde se desarrollé este trabajo, se han llevado a cabo
diversos proyectos enfocados a la aplicacion del US de potencia para asistir tratamientos térmicos
de leche como pretratamiento para elaboracidon de derivados lacteos. Gallegos-Pineda (2015),
reporta una disminucidn en tamafio de particula, mayor luminosidad y capacidad de retencidn de
agua en leche TS, mientras que en queso Cheddar elaborado a partir de esta leche se obtuvieron
productos con mayor rendimiento, aunque con ciertos defectos texturales, incluyendo menor
firmeza. Asimismo, Pérez (2014) reporté que la TS de leche produjo variaciones en la estructura de
sus componentes, permitiendo obtener quesos mas himedos y con mayor contenido proteico, que
redundaron en un aumento significativo en el rendimiento de queso tipo Mozzarella. Asimismo,
otros proyectos recientes, se han enfocado en la elaboracidn de mezclas para helado duro y de

queso fresco a partir de leche TS.

Por otra parte, en algunos trabajos se ha estudiado la formacién de radicales libres y de
otras especies reactivas que pueden propiciarse durante el tratamiento con US; estos compuestos

inducen reacciones de oxido reduccion en el medio y producen compuestos volatiles que
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disminuyen la calidad de la leche. Generalmente, las reacciones quimicas ocurren en las regiones de
alta temperatura que rodean a la burbuja en colapso, en las soluciones con solutos de elevado peso
molecular, como proteinas, la cavitacion puede dar lugar a reacciones quimicas provocando la

ruptura de enlaces y formando macromoléculas de inferior peso molecular (Rae et al., 2005).

El tiempo para la formacion de productos secundarios de oxidacién varia de acuerdo al tipo
de grasa, las grasas insaturadas son mas facilmente oxidadas que las saturadas (Choe & Min, 2006).
En este sentido, Riener et al. (2009) reportaron que la aplicacion de US (24 kHz, 400 W) a 45°C en
leche descremada durante tiempos prolongados, generd una serie de compuestos organicos
volatiles que podrian ser responsables del aroma a caucho. Relacionan estos compuestos tanto a la
pirdlisis dentro de la cavitacion en burbujas, como a los radicales libres inducidos por la oxidacién
lipidica producida por la descomposicion de hidroperdxidos de acidos grasos insaturados. Para
reducir los procesos piroliticos y la formacién de productos de oxidacion se han realizado estudios
adicionando bidéxido de carbono a la leche antes del tratamiento, los resultados demostraron una
pequeia reduccidn de estas reacciones; sin embargo, esta técnica aln continua en investigacion

(Marchesini et al., 2012).

La manipulaciéon de las propiedades funcionales de ingredientes lacteos es interesante
desde el punto de vista de funcionalidad proteica, aunque los mecanismos reales responsables de
los efectos observados no se han aclarado completamente. Como se ha mencionado con
anterioridad, el tratamiento US de un liquido genera vibracion mecanica, agitacion, fuerzas de
cizallamiento, turbulencia, cavitacién acustica y formacion de radicales libres. En esta etapa, se ha
especulado que los cambios funcionales se deben principalmente a los efectos fisicos de cavitacién
acustica que alteran ligeramente la estructura de las proteinas, ya que un US de frecuencia mas alta

no afectd a las propiedades funcionales de ingredientes lacteos.

A pesar de las investigaciones mencionadas, se considera que los estudios sobre posibles
aplicaciones de US en la industria lactea esta en sus etapas iniciales, por lo que hacen falta
investigacion que permita aportar nuevos conocimientos en el tema de US de alta intensidad, asi
como para adquirir una mejor comprensién de la naturaleza de los fendmenos que se producen y

utilizarlos a nivel industrial (Salazar et al., 2012).
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CAPITULO Il. METODOLOGIA
2.1 Etapa l. Pruebas preliminares

2.1.1 Materiales

Se obtuvo leche cruda con un proveedor local (Chipilo, Puebla), y se mantuvo en
refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento el mismo dia de su adquisicién. Se utilizé proteina
concentrada de suero (WPC-80, por sus siglas en inglés) conteniendo 76% proteina, 9%
carbohidratos, 10% grasa, 0% fibra y 0.2% sodio) (ARLA Foods, Dinamarca); para la coagulacién
enzimatica de la leche se empled cuajo de fermentacidon microbiana de doble intensidad (Cuamix,

Chr Hansen, México) y cloruro de calcio grado alimenticio (Medinatural, México).

2.1.2 Preparacion de muestras

La composicién de la leche cruda se determind por triplicado, utilizando un analizador
rapido ultrasénico Lactoscan LA (Nova Zagora, Bulgaria) en un rango de temperatura de 20 a 25°C.
Posteriormente, se fracciond en dos partes el total de la leche. Una de éstas se calentd a 40°C y se
descremo con una descremadora LKL (Nova Zagora, Bulgaria) operando a 10 000 rpm; enseguida se
enfrid y se determind su composicion. Conociendo el contenido de grasa en ambos tipos de leche
(entera y descremada) se estandarizaron leches con una concentracién finalde 3,2y 1 g grasa/100
g leche. Posteriormente, se agregaron 0,0.67 y 1.33 g WPC/100 mL leche, a leches respectivamente
estandarizadas. Se dejd hidratar el WPC en la leche por media hora con agitacién lenta en una
parrilla eléctrica y con agitador magnético a temperatura ambiente, de acuerdo a recomendaciones

del fabricante.

2.1.3 Tratamientos de termosonicacion

Para el tratamiento de TS se empled un equipo de ultrasonido de sonda (UP 400S, Hielscher,
Teltow, Alemania) a una frecuencia fija de 24 KHz y una potencia tedrica de salida de 400 W. Se
calibré el sonotrodo empleando aire, aguay leche estandarizada para establecer la potencia efectiva
a una amplitud fija de 100%. La sonda de titanio de 22 mm de didmetro se sumergié 3 cm en el
liguido contenido en un reactor de cristal con capacidad de 2 L. Las muestras se sometieron a
tratamientos de US de 2, 4 y 6 min, manteniendo la temperatura a 50, 55 y 60+£3°C. Se controld la
temperatura de cada tratamiento con ayuda de un recirculador de agua a 30£1°C por medio de un

bafio termostatado (ADO7R-20, PolyScience, lllinois, EUA) de 7 L.
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Tras el tratamiento de US, las muestras se pasteurizaron bajo condiciones LTLT (63°C, 30
min) por medio de un pasteurizador por lotes para procesamiento de leche en pequefia escala (FJ15,
Mr. Milky, Austria). Transcurrido el calentamiento, la temperatura de la leche se redujo a 32°C

empleando agua fria.

La potencia efectiva de los tratamientos se calculé a partir de un método calorimétrico
(Torkamani et al., 2014) donde un volumen conocido de leche se sometié a tratamiento US sin

control de temperatura. La potencia se definiéd mediante la Ecuacién 1.

Pyis = mCy, (%) (Ec. 1)

Ddénde: Pgis= Potencia ultrasdnica real disipada en la leche (W), m= la masa utilizada en el
tratamiento (kg), (dT/dt)= pendiente de la relacidén tiempo/temperatura para cada tratamiento de

sonicacién, Cp= calor especifico para la muestra [J/(kg °C)].

El Cp de la leche se calculd a partir de la composicion determinada para cada tratamiento
con el analizador ultrasénico Lactoscan y la ecuacidn de Choi y Okos (Singh & Heldman, 2009) (Ec.

2):
Cp = ?=1 CpiXi (EC. 2)
Ddnde: Cpi es el calor especifico para el componente i, X; es la fraccion peso del componente i

Los calores especificos para los componentes en la leche se determinaron mediante las
siguientes relaciones cuadraticas (Singh & Heldman, 2009) utilizando la temperatura promedio (T)

registrada en cada tratamiento:

Proteina C,=2.0082+1.2089 x1073T-1.3129x10°°T2
Grasa C,=1.9842+1.4733 x1073T-4.8008x10°°T>
Lactosa C,=1.5488+1.9625 x1073T-5.9399x10°°T>
Cenizas C»=1.0926+1.8896 x107°T-3.6817x10°°T?
Agua Cp=4.1762 - 9.0864 x 107° T +5.4731x107°T 2

2.1.4 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua se determind por un método de centrifugacién (Pandey

et al., 2000), de una muestra de leche coagulada para observar la capacidad de la misma para
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retener humedad. Se colocaron 30 g de muestra termosonicada (a 32°C) en un tubo de fondo cénico
de 45 mL. Se preparé una solucién 1:10 de cuajo de fermentacidn microbiana de doble intensidad
Cuamix (Chr Hansen, México) y se afiadieron 33 uL de solucidn a cada tubo. Se dejaron coagular las
muestras durante 45 min manteniendo la temperatura constante. Posteriormente, la muestra
coagulada se centrifugd a 4500 rpm por 40 min a 10°C en una centrifuga refrigerada Hettich 320R
(Massachussets, E.U.A), midiéndose los mL de suero expelido y el peso de la cuajada al fondo del
tubo centrifugado. La capacidad de retencidn de agua se determiné mediante la férmula expresada

por Pandey et al. (2000) y mostrada en la Ec. 3.

cra = (B ) (1) ey

Ddnde: M = Peso de la muestra antes de centrifugar, E = Masa de exudado, me= Porcentaje inicial
de contenido de humedad de la cuajada (base humeda). El resultado fue expresado en g de agua
contenida en 100 g de cuajada. El porcentaje inicial de contenido de humedad de la cuajada se
considerd como el porcentaje de agua contenido inicialmente en la muestra de leche de acuerdo a

las mediciones de Lactoscan.

2.1.5 Firmeza de gel

La medicion de firmeza de gel se realizé mediante un método modificado sobre el propuesto
por Gutiérrez-Méndez (2012). Para este analisis se tomaron 280 g de mezcla sonicada, se agregaron
28 pL de una solucidn de cloruro de calcio (6.6 M), se agitd y pasteurizé LTLT (63°C, 30 min), para
luego reducir la temperatura a 32°C. Posteriormente, se ajustd el pH a 6.15 (con HCl 0.1 N) y se
agregaron 308 pL de una solucidn 1:10 de cuajo de fermentacidon microbiana de doble intensidad
Cuamix (Chr Hansen, México); se mezcldé e inmediatamente se dividié en frascos de 70 g cada uno,
los cuales permanecieron en un bafio termostatado a 32°C, 45 min. Trascurrido éste tiempo, las
muestras se colocaron en un bafio de hielo por 5 min y se trasladaron una a una para su analisis
correspondiente (fuerza aplicada en un lapso de tiempo) en un texturometro TA-XT Plus (Stable
Microsystems LTD; Inglaterra) con celda de carga de 30 kg de capacidad (Mizuno & Lucey, 2007).
Para la medicion se empled una sonda circular de 1 in de didametro, con una distancia de penetracion

de 10 mm en cada uno de los geles y una velocidad de 1 mm/s. La firmeza fue expresada en g fuerza.
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2.1.6 Color

Las mediciones de color se realizaron colocando 15 mL de muestra de leche, vertidos sobre
la base de una caja petri de vidrio, en un colorimetro triestimulo Hunterlab, Colorflex EZ (Virginia,
E.U.A.), utilizando parametros en el espacio de color CIELAB donde L* indica la luminosidad-
oscuridad (100 a 0), a* el rango de color del rojo (+) al verde (-) y b* la tonalidad del amarillo (+) al
azul (-) (Bermudez-Aguirre et al., 2008). Para calibrar el instrumento, se utilizaron losetas negra y
blanca, incluidas en el equipo. La diferencia neta de color (AE*) fue evaluada utilizando la siguiente

ecuacién y comparando los tratamientos con la leche pasteurizada:

AE* = VAL*2 + Aa*2 4+ Ab*2 (Ec. 4)

El angulo de tonalidad (hue, h*) fue calculado utilizando la siguiente relacidn:
* -1 b*
h* = tan - (Ec. 5)
El indice de saturacidn (croma, C*) se calculé mediante la Ecuacién 6:

C* =./(a*)? + (b*)? (Ec. 6)
2.1.7 pH

Se determind el pH de las mezclas, utilizando un potencidmetro Denver Instruments UB-10
(Colorado, E.U.A.) calibrado con soluciones buffer 4 y 7 de acuerdo a métodos estandar (Wehr &
Frank, 2004). Se tomé una muestra representativa de la mezcla tratada, previamente agitada. Para
la determinacion se utilizé un electrodo de base planay se sumergid directamente en la muestra de

leche, hasta que la lectura en la pantalla del equipo fuera estable (aproximadamente, 2 min).
2.1.8 Acidez titulable

La acidez se determind de acuerdo a métodos estandar (Wehr y Frank, 2004); para ello, 10
mL de muestra de cada tipo de leche fueron transferidos a un matraz Erlenmeyer. Posteriormente,
se agregaron 20 mL de agua destilada y 0.5 mL de indicador de fenolftaleina al 1%, acto seguido se
titulé con una solucién 0.1 N NaOH hasta el cambio del indicador de incoloro a rosa. El resultado fue

expresado en porcentaje de acido lactico y se calculé por medio de la Ecuacién 7.
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(mL NaOH)(N NaOH)

p. muestra

% acido lactico= -9 (Ec. 7)
Ddénde: mL NaOH= mL de Hidréxido de Sodio empleados en la titulacion, N NaOH= Normalidad del
hidréxido de sodio empelado en la titulacion, pmuestra= peso de la muestra (g), 9= miliequivalentes

del acido lactico
2.1.9 Diseio experimental. Etapa |

En esta etapa, se utilizdé un disefio completamente aleatorizado con una réplica, donde las
variables de estudio fueron la cantidad de proteina sérica agregada a mezclas con leche
estandarizada (0, 0.67 y 1.33%), temperatura (50, 55 y 60°C) y tiempo de sonicacion (2, 4, 6 min).
Los datos se evaluaron mediante andlisis de regresién, ANOVA de dos vias y pruebas de comparacion
entre medias (Tukey) y de comparacidon con el control (Dunnet) para establecer diferencias entre las
medias de los datos de CRA, FG, color, pH y acidez de las mezclas con un nivel de significancia de
P<0.05. Este analisis de datos se llevé a cabo con el paquete estadistico Minitab (Minitab 16.0,
Minitab Inc. PA. EUA). De acuerdo a los resultados obtenidos, se eligieron los tratamientos de TS

gue presentaron una mejor capacidad tecnoldgica para elaborar quesos.

2.2 Etapa Il. Elaboracion y evaluacion de quesos

2.2.1 Preparacion de las muestras

Siguiendo lo descrito en la seccidn 2.1.2 se estandarizaron leches con una concentracion
final de 3, 1.5 y 1 g grasa/100 g leche, la cual se verifico con su analisis composicional.

Posteriormente se agregd 0, 1y 1.33 g WPC/100 mL leche, a leches respectivamente estandarizadas.
2.2.2 Tratamientos de termosonicacion

Siguiendo lo descrito en la seccidon 2.1.3; las muestras se sometieron a tratamientos de TS

de acuerdo a lo marcado en la Tabla 5. Con su posterior tratamiento de pasteurizacion LTLT.

Tabla 5. Condiciones de tratamientos de US

Grasa (%) Temperatura (°C) Tiempo US (min)
1.5 60 2
1 50 2
1 50 241
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2.2.3 Elaboracidn de queso tipo Panela

Los quesos se elaboraron siguiendo una adaptacion a escala laboratorio del procedimiento
estandar para este tipo de queso (UNAM, 2010). Previo a la coagulacidn enzimatica de la leche, la
temperatura de la misma se mantuvo a 32 + 0.5°C por 30 min. Posteriormente, se afiadié cuajo de
fermentacidén microbiana de doble intensidad Cuamix (Chr Hansen, México) en una proporcion de
150 uL/L de leche, previamente diluido en 10 mL de agua potable; se dejé coagular por 25- 35 min
hasta que la cuajada alcanzé una firmeza apropiada. El corte de la cuajada se realizé con liras de 1
cm; se agitaron suavemente los cubos de cuajada durante 5 min después del corte. A continuacién,
se desueré la cuajada usando manta de cielo, se peso la cuajada y se anadid sal en una proporcién
del 2.5% del peso total. El queso se prensé toda la noche en refrigeracidn a 4°C. Tras los analisis del
dia 1 de elaboracidn, los quesos fueron empacados en bolsas de polipropileno que fueron selladas
con una empacadora al vacio Torrey EV-4 ECO (Monterrey, México) y almacenados en refrigeracién

sus analisis a los dias 7 y 14.

2.2.4 Rendimiento simple

El rendimiento simple de los quesos se expresé como kilogramos de queso obtenidos por

kg de leche empleada (San Martin-Gonzalez et al., 2007).

2.2.5 Composicion del suero

La composicion del suero se determind por triplicado, utilizando un analizador rapido

ultrasénico Lactoscan LA (Nova Zagora, Bulgaria) en un rango de temperatura de 20 a 25°C.

2.2.6 Humedad

Se determiné la humedad de los quesos utilizando un horno de vacio marca Memmert
(Schwabach, Alemania) (Bradley & Vanderwarn, 2001). Se pesaron 2 g de queso rallado en una
charola de aluminio seca y previamente pesada. La muestra se colocd 4 h aproximadamente en el
horno a 100°C y 131 mBar de presidn hasta tener un peso constante. Los resultados se expresaron

de acuerdo a la siguiente férmula:

Y%Humedad = Zm=Fs

* 100 (Ec. 8)

m

Dénde: P,= Peso de la muestra hiumeda, Ps= Peso de la muestra seca
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2.2.7 Actividad de agua

La actividad de agua (aw) del queso se determind colocando una muestra previamente
desmoronada de 2 a 3 g aproximadamente en un higrometro de punto de rocio Decagon Aqualab

Series 3 (Pullman, Washington) a una temperatura promedio de medicién de 24.5 + 0.1 °C.

2.2.8 Andlisis de perfil de textura

El andlisis de perfil de textura (TPA) se realizd en un texturdmetro TA-XT Plus (Stable
Microsystems LTD; Inglaterra) con celda de carga de 30 kg de capacidad (Mizuno & Lucey, 2007). Se
utilizaron cilindros de queso de 20 mm de didmetro y 20 mm de alto. Las muestras se colocaron en
el equipo y fueron comprimidas dos veces a temperatura ambiente con una sonda circular de 1
pulgada de didametro a 1 mm/s hasta un 50% de su altura original. A partir de los graficos de fuerza
vs. tiempo (ver Figura 2), los siguientes parametros de textura fueron determinados, de acuerdo a
lo descrito por Caro et al. (2011): dureza (fuerza requerida para alcanzar una deformacién dada,
expresada como el pico de fuerza maxima: H), cohesividad (el queso resiste una segunda
deformacién, que se mide con base en el grafico de TPA como la relacién entre las dos zonas de
compresion: Area de A2/ 4rea de Al), elasticidad (es la altura que recupera el queso durante el
tiempo que recorre entre el primer y el segundo ciclo: Distancia de b/ distancia de a), gomosidad
(energia requerida para desintegrar el queso de modo que esté listo para ser tragado, producto de
la dureza por la cohesividad) y masticabilidad (representa el trabajo necesario para desintegrar el

qgueso hasta que esté listo para ser deglutido, producto de la gomosidad por la elasticidad).
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Figura 2. Esquema tipico de un andlisis de perfil de textura
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2.2.9 Proteina

La proteina en queso se determind utilizando el método micro Kjeldahl modificado de
acuerdo a lo descrito en la NOM-155-SCFI-2012, el cual consiste en la conversién del nitrégeno
organico presente en la muestra a sulfato de amonio y la determinacién de la cantidad de nitrégeno
de acuerdo a la cantidad de amoniaco liberado. La digestién consistié en colocar 0.5 g de muestra
en un tubo de digestidn, una tableta catalizadora (Kjeltabs: 3.5 g K2S04, 3.5 mg Se) y 10 mL de H2S04
al 98%. El tubo se colocd en un equipo digestor Kjeldahl (Prendo, México) y se calentd (rampa de
calentamiento: 150°C, 30 min; 270°C, 30 min; 400°C, 90 min) hasta que la apariencia del contenido
del matraz fuera claro y sin restos de material por digerir. La muestra digerida se colocé en un
destilador (Prendo, México) junto con 40 mL de NaOH al 40%. El destilado se recibié en un matraz
con 6 mLde H3sBOsal 4%y cinco gotas de soluciéon indicadora Shiro Tashiro,;se continud la destilacion
hasta alcanzar un volumen de 50 mL en el matraz. El destilado se tituld con soluciéon HCI 0.1 N. El %
de Nitrogeno y el % de Proteina se calcularon de acuerdo a las ecuaciones 9 y 10 utilizando un factor

de conversién de proteina para la leche de 6.38.

1.4007xml gastados de HCIxNormalidad de HCI1
peso en gramos de la muestra

% Nitrégeno = (Ec. 9)

% Proteina=% Nitrégeno x 6.38 (Ec. 10)

2.2.10 Grasa

La grasa contenida en el queso se determiné a través del método Gerber (Wehr & Frank,
2004), el cual consiste en una reaccién exotérmica que desprende la grasa de las proteinas del queso
para que pueda ser medida por diferencia de densidad. Para esto, se pesaron 3 g de queso triturado
y se colocaron en el butirémetro, posteriormente se afadieron 10 mL de H,SO, para analisis de grasa
en leche (91.1%, Fermont, Monterrey, N.L., México), 1 mL de alcohol isoamilico (0.81 g.s., 20°C) y
agua destilada (6 mL). Se tapd el butirdmetro y se invirtié hasta que la muestra se homogeneizara;
a continuacion, se colocd en una centrifuga Funke Gerber (Berlin, Alemania) durante 5 min a 1350

rpm y 65°C. El porcentaje de grasa en el queso se leyé directamente de la escala del butirémetro.
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2.2.11 Color

Las mediciones de color se realizaron colocando la superficie del queso completo
directamente sobre el lente de medicidon de un colorimetro triestimulo Hunterlab, Colorflex EZ
(Virginia, E.U.A.). El cambio neto de color AE*, el angulo de tonalidad (h*) y el indice de saturacion

(C*) se calcularon de acuerdo a las Ec. 4,5y 6.

2.2.12 Cenizas

Las cenizas fueron determinadas utilizando un método gravimétrico, en el cual se calcina la
materia organica de la muestra dejando como residuos principalmente los minerales contenidos en
la misma (Wehr & Frank, 2004). Se pesaron 2 g de queso triturado en un crisol de porcelana
previamente pesado, limpio y seco y se colocé en un horno de secado marca Binder ED-53-L
(Tuttlingen, Alemania) a 100°C por 1 h. Se calcind la muestra utilizando una parrilla y a continuacion
se colocd el crisol en una mufla marca Barnstead Thermolyne 48000 (New Hampshire, E.U.A.) a
550°C por 5 h. Posteriormente, se puso el crisol en un desecador hasta que se enfriara y se pesd
obteniendo por diferencia el peso del residuo. Los resultados se expresaron de acuerdo a la

siguiente formula:

g residuo

% Cenizas = x 100 (Ec. 11)

g muestra
2.2.13 Cloruros

Se calculd el contenido de sal en el queso de acuerdo a métodos estandar (Wehr & Frank,
2004). Se pesaron 2 g de queso triturado en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se afiadieron 25 mL
de AgNO3 0.1 N, 10 mL de HNOs (1.42 g.s., 64-66%) y 50 mL de agua destilada, se calentd la mezcla
hasta ebullicién con agitacion constante y bajo adecuada ventilacién. Posteriormente, se afiadieron
15 mL de KMnO4 al 5% y se continud con el calentamiento hasta que el color café de la solucién
desaparecid y se dejo enfriar. Se afiadieron 2 mL de indicador sulfato aménico férrico (8%) y se tituld
con KSCN 0.1 N hasta observar un vire de color a café claro que perdure por 30 s. El resultado se

reportd de acuerdo a la férmula siguiente:

(mL AgNO3* N AgNO3)—(mL KSCNXN KSCN)x0.0585X100
peso de la muestra en gramos

% Cloruro de sodio = (Ec.12)
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2.2.14 pH

Con lo descrito en la seccion 2.1.7 para la medicion de pH, se trituré la muestra de queso
para un mejor contacto con el electrodo. La base plana del electrodo se puso en contacto directo
con la muestra de triturada reportando la medicion obtenida tras alcanzar el equilibrio

(aproximadamente 2 min).
2.2.15 Acidez titulable

Se pesaron 10 g de queso desmoronado en un vaso de precipitado, se afiadieron 105 mL de
agua a 40°C. La mezcla se agitd vigorosamente durante 10 min y se hizo pasar a través de un tamiz
de prueba malla 80, se midieron 25 mL del filtrado, lo cual representa 2.5 g de muestra, se afiadieron
3 gotas de fenolftaleina al 1% y se titulé con una solucién 0.1 N de NaOH hasta el vire del indicador
incoloro arosa (AOAC, 1997). El resultado se expresado como porcentaje de acido lacticoy se calculd

de acuerdo ala Ec. 7.
2.2.16 Sinéresis

El grado de sinéresis se reporté como mL de suero expelido de cada queso 7 y 14 dias de

almacenamiento refrigerado.
2.2.18 Analisis de datos. Etapa Il

Todos los tratamientos se realizaron por duplicado, y las caracteristicas fisicoquimicas y la
composicion fueron evaluadas por triplicado para cada muestra. El analisis estadistico de los datos
se realizé en Minitab 16.0 (Minitab Inc. PA. EUA). Los datos obtenidos se analizaron por ANOVA de
una via con un nivel de confianza de P<0.05, empleando la prueba de Tukey para evaluar las

diferencias significativas entre medias de tratamientos.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Etapa l. Pruebas predictivas

3.1.1 Preparacion de muestras
Se realizo la estandarizacion de las muestras para obtener 3 tipos de leche, clasificados de
acuerdo a su porcentaje de grasa (3, 2 y 1 g grasa/100 g leche), cuyos valores promedio se muestran

en la Tabla 6. Estas proporciones corresponden respectivamente a leche entera, semidescremaday

light, de acuerdo a la clasificacién comercial.

Tabla 6. Composicion quimica de leche entera, semidescremada y light

Grasa (%)  SNF (%) Lactosa Sélidos Proteina Humedad
(%) (%) (%) (%)
2.96+x0.06 7.71+0.11 4.24+0.06 0.63+0.01 2.84+0.04 89.331#0.10
1.9940.13 7.86x0.10 4.32+0.06 0.64+0.01 2.90+0.04 90.15+0.19
1.00+0.14 8.15+0.23 4.47+0.13 0.66+0.02 3.01+0.08 90.85+0.33

1 Los valores se presentan como g/100 g de leche + desviacidn estandar
2 SNF: Sélidos no grasos

Posteriormente se agregd la proporcion establecida de WPC (0, 0.66, 1.33 g WPC/100 g
leche estandarizada) a leches estandarizadas (3, 2, 1 g grasa/100 g leche) respectivamente. La

composicion promedio de las mezclas, se observa en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicion quimica de mezclas de leche y WPC

Grasa (%) SNF (%) Lactosa (%) Solidos (%) Proteina (%) Humedad (%)

2.0410.12 8.30:£0.26  4.34+0.06 0.65+0.01 3.32+0.04 89.66+0.29
1.12£0.14 9.16%0.23  4.53+0.13 0.66+0.02 3.97+0.08 89.71+0.32

1 Los valores se presentan como g/100 g de leche * desviacion estandar
2 SNF: Sélidos no grasos

Dado que la grasa y las proteinas de la leche son los principales constituyentes de queso, su
proporcién en la leche es de particular importancia para el rendimiento y calidad del producto final.
Guinee et al. (2007) reportan un incremento en el rendimiento de queso Cheddar tras aumentar la
razon proteina/grasa en la leche, describiendo un aumento significativo en la en los contenidos de
humedad, proteina, calcio y fosforo del queso. Caro et al. (2011) estudiaron el efecto de la adicion

de concentrado de proteina de leche (MPC) en queso tipo Oaxaca en diferentes razones
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proteina/grasa; estos autores encontraron que la materia seca y rendimiento aumentaron
significativamente con la adicién de MPC. Adicionalmente encontraron que la estandarizacion de la
leche de queseria usando MPC aumento el rendimiento de queso de 13.8 a 16.7%, debido a la mayor

recuperacion de sélidos de la leche y al aumento de humedad en el queso.

La Tabla 8 muestra las razones proteina/grasa (P/G) y caseina/grasa (C/G) tedrica para los

diferentes tipos de leche (entera, semidescremada y light).

Tabla 8. Razon Proteina/Grasa en leche

Tipo de leche (% Razén P/G Razén C/G Razén P/G Razén C/G
Grasa) sin WPC sin WPC* con WPC con WPC*
3 0.96 0.76 0.96 0.76
2 1.46 1.16 1.69 1.35
1 3.00 2.40 4.01 3.57
*Tedrico

Como era esperado, las razones proteina/grasa (P/G) y caseina/grasa (C/G) tedrica se ven

aumentadas tras la adicidn de WPC a los distintos tipos de leche.
3.1.2 Potencia Efectiva por Calorimetria

Se determind la potencia efectiva de los tratamientos ultrasénicos en un volumen de 2 L de
mezclas de leche con WPC a una frecuencia fija de 24 KHz y una potencia tedrica de salida de 400
W, obteniendo una potencia real entregada al sistema de 96.53+4.07, 99.15+0.97 y 101.58+1.87 W,

en leches estandarizadas a 3, 2, 1 g grasa/ 100 g leche, respectivamente.

Los efectos fisicos provocados por el US son mas fuertes cerca de fronteras liquido/sélido y
liguido/liquido. Especificamente, las micro corrientes que se producen con el colapso asimétrico de
una burbuja y los patrones de las corrientes acusticas alrededor de objetos sélidos son mas fuertes
a pocos milimetros de la superficie. Del mismo modo, el movimiento de las burbujas hacia una
superficie sélida que actia como antinodo de presidn dentro de un patrdn acustico, resulta en el
aumento de la turbulencia dentro de esta misma zona. Estos efectos de capa limite son importantes,
ya que por lo general son las que ofrecen la mayor resistencia a la transferencia de masa y calor,
debido a que se concentra la disipacidon de energia acustica en estas areas (Feng et al.,, 2011). El
contenido de grasa en los diferentes sistemas lacteos puede actuar como un aislante con respecto

a la energia real recibida en los mismos. En este caso, cuando el sistema es bajo en grasa, las ondas
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sénicas pueden viajar con mayor libertad por el medio a comparacidn cuando el medio contiene un

alto contenido graso.
3.1.3 Capacidad de Retenciéon de Agua (CRA)

La CRA es la propiedad que tienen las proteinas para retener agua libre, después de pasar
por una serie de etapas de procesamiento, sin que exista exudacion o sinéresis (Badui, 2006). Para
esta etapa en especifico, los resultados de los tratamientos con TS fueron comparados contra
muestras de 3, 2 y 1 g grasa/100 g leche con pasteurizacidn LTLT, con la finalidad de comparar el

efecto del tratamiento ultrasdnico sobre sus contrapartes sélo pasteurizadas.

En la Tabla 9 se presentan los valores de CRA después de los tratamientos de TS en leche.
De los resultados obtenidos, se puede observar que la CRA de los tratamientos de TS aplicados
fueron mayores al control (leche pasteurizada LTLT, 3 g grasa/100 g leche, con una

CRA=44.93+1.02), indistintamente de la cantidad de WPC agregada a la leche.

Tabla 9. Efectos de tratamientos TS sobre la CRA de mezclas de leche estandarizada con WPC

. % Grasa
t US (min) °C 1 >
2 50 46.4613.64"8 58.45+2.535¢
55 57.6645.138¢ 58.07+1.49¢
60 51.78%3.60"8¢ 59.40+2.88¢
4 50 56.79+0.585¢ 57.70%3.295¢
55 55.33+0.695¢ 61.67+0.01°
60 54.06+1.695¢ 62.65+4.52°
6 50 55.31+2.198¢ 54.39+0.745¢
55 59.04+1.92¢ 65.32+2.55°
60 56.53+5.028¢ 67.25+1.45°
Controles (leche pasteurizada LTLT)
3 % grasa 44.93+1.02
2% grasa 52.87+2.31
1% grasa 55.24+2.57

1 Los superindices con letras mayusculas indican semejanza de CRA con una muestra control, de acuerdo a la agrupacion
de Dunnett (P<0.05), indicando como muestra control, leche pasteurizada LTLT a: (A) 3% grasa; (B) 2% grasa; (C) 1% grasa;
(D) Sin control de comparacion (CRA> 1% grasa).

2 Los datos se presentan como g de agua contenida en 100 g de cuajada * desviacion estandar (n=2)
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De acuerdo a los analisis de regresion y ANOVA realizados, los tres factores principales
(grasa, temperatura y tiempo de US) y la interaccién triple de dichos factores, tienen efecto
significativo (P<0.05) sobre la CRA. La comparacion de Dunnett permitid distinguir dos tratamientos
gue se asemejan al comportamiento de las muestras control de 3 g grasa/100 g leche (CRA:
44.93+1.02), los cuales corresponden a aquellos con minimo tiempo de exposicion de US (2 min),
menor contenido de grasa (1 g grasa/100 g) y a temperaturas de 50 y 60°C. Los tratamientos
restantes, tienen una mayor CRA, haciendo que se agrupen como semejantes a los controles de 2 y
1 g grasa/100 g de leche (CRA: 52.87+2.31 y 55.24+2.57, respectivamente). Los mayores valores de
CRA se obtuvieron en los tratamientos con 2 g grasa/100 g leche y mayores tiempos de exposicidn
ultrasénica. En este caso, se puede observar una tendencia de aumento de CRA al incrementar la
temperatura de tratamiento para las muestras de 2 g grasa/100 g de leche. Por otra parte, para las
muestras de 1 g grasa/100 g de leche, esta tendencia no se percibe, aunque es notable un aumento
de la CRA desde el menor tiempo de TS al maximo nivel del mismo, mostrando una leve disminucién

a los 4 min de US.

El uso de WPC el cual es un mimético de grasa, permitié el aumento de CRA con respecto a
su control sin adicidn del mismo, esto se atribuye a la naturaleza polar de los miméticos de grasa,
gue hace que se exponga la matriz proteica y permita una mayor retencién de agua, mejorando la
textura y elevando el rendimiento en quesos reducidos y bajos en grasa (Tamime, 2008). Como una
explicacion al mecanismo por el cual se incrementa la CRA en diversos estudios, se ha sugerido que
el agua puede unirse directamente a los miméticos de grasa y estos a su vez pueden interferir con
la contraccion de la matriz de caseina; lo anterior reduce la fuerza motriz que participa en la
expulsion de agua de la cuajada (Zalazar et al., 2002; Rudan et al., 1998; McMahon et al., 1996;
Drake et al., 1996). Otra posible explicacion para el aumento en la CRA, es que en el proceso de US,
la cavitacién y sus efectos mecanicos rompen la MGG en la leche, haciendo que las caseinas y otras
proteinas se integren a la membrana en los sitios que han quedado expuestos, mejorando la
interaccion entre los glébulos de grasa y la red de CN. En este caso, los incrementos en la CRA
observados se relacionan con una mayor cantidad de proteina de suero y grasa incorporadas en la
red proteica formada y su habilidad para retener agua (Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2010;

Riener et al., 2009; Wu et al., 2008).

Kresic et al. (2008) investigaron las propiedades reoldgicas y termofisicas de soluciones de

WPC al 10%, tratadas por US (20 kHz, 15 min). De acuerdo a sus resultados, el uso del US cambio el
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comportamiento del flujo, atribuyendo los cambios a la desnaturalizacidn de la estructura proteica.
Los autores comentan que el incremento en las uniones de moléculas de agua, se debe a una mayor

exposicidn de las secciones hidrofilicas de los aminoacidos hacia la fase acuosa circundante.
3.1.4 Firmeza de gel (FG)

Los valores de FG obtenidos para cada uno de los tratamientos de TS realizados se muestran
en la Tabla 10. De acuerdo a los andlisis de regresion y ANOVA correspondientes, las interacciones
grasa-temperatura, grasa-tiempo y la interaccién triple de los factores principales, tienen efecto
significativo (P<0.05) sobre la FG. La agrupacion de Dunnett permitio distinguir los tratamientos que
asemejan su comportamiento a las distintas muestras control. La mayoria de los tratamientos de TS
exhiben una firmeza de gel similar a la del control (3 g grasa/100 g leche), lo cual resulta promisorio
como prueba predictiva, dado que puede indicar un ablandamiento de la red proteica por efecto de
la TS, considerando que tradicionalmente la reduccién en grasa produce un aumento importante en
la firmeza de geles lacteos (Skeie et al.,, 2013). Por otra parte, el tiempo de tratamiento de US
elevado (6 minutos) presentd un aumento moderado de la FG para los tratamientos con leche 1 g

grasa/100 g leche.

Tabla 10. Efectos de tratamientos de TS sobre la firmeza (g) en gel

t US (min) °C % Grasa
1 2
2 50 39.23+1.73"®  33.48+2.12%
55 35.58+0.81"  34.11+3.84%
60 33.05+0.87%  39.38+2.51%&¢
4 50 38.42+0.26"®  35.98+2.57°8
55 35.20+0.35*  38.83+0.39"®
60 34.92+1.77%  38.20+0.57*®
6 50 41.2743.30"%¢ 37.03+1.38"¢
55 40.58+1.03%¢  33.78+1.454
60 38.78+3.50"®  34.00+1.98*
Controles (leche pasteurizada LTLT)
3% grasa 36.08+2.51
2% grasa 40.18+3.25
1% grasa 47.051£3.00

1 Los superindices con letras mayusculas indican semejanza de FG con una muestra control, de acuerdo a la agrupacién de
Dunnett (P<0.05), indicando como muestra control, leche pasteurizada LTLT a: (A) 3% grasa; (B) 2% grasa; (C) 1% grasa.
2Los resultados muestran la fuerza en g ejercida sobre cada uno de los geles + desviacién estandar (n=2)
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La firmeza que adquiere la cuajada para el momento del corte es importante pues cuando
es adecuada puede prevenir pérdidas de grasa y sélidos finos en el suero de queseria; por esta razén
fue importante determinar la firmeza de geles elaborados con leche LTLT y TS. La disminucidn de la
FG en leches bajas en grasa dependié tanto del uso de US como la adicién de WPC en leche. En este
estudio se puede observar que el uso de WPC mejoré la firmeza de los geles, comparando con leche
sin adicion de la misma. Koca et al. (2004), utilizando WPC microparticulada en queso kashar bajo
en grasa (queso de pasta hilada elaborado con leche de vaca), reportan una disminucion de la dureza
gue puede atribuirse a diversos factores como son, al alto contenido de humedad en sustancias no
grasas, a la razén de humedad:proteina y al volumen total de relleno. Unincremento en el volumen
total de relleno (humedad y grasa) resulta en una disminucidn en la cantidad de matriz de CN. Por
lo tanto, se requiere menos fuerza para una deformacion dada y el material compuesto se vuelve
mas suave (Rudan et al., 1998). En este sentido, existen estudios que indican que el uso de diferentes
sustitutos de grasa disminuyd la dureza de quesos reducidos en grasa (Lobato et al., 2009; Lobato
et al., 2002; Bhaskaracharya & Shah, 2001). Sin embargo, la adicidn excesiva de proteinas de suero
de leche probablemente pueda interferir con la formacién de la cuajada, afectando negativamente
a la calidad del queso debido a la formacién de complejo 3 lactoglobulina - k caseina (Guinee et al.,
1998). Por su parte, Zisu et al. (2011) investigaron los cambios en las propiedades de gelificacion
inducidas por el calor y el US en sistemas de WPC. En ese estudio, se encontrdé que los geles
formados por calentamiento (80°C, 20 min) y US a 20 kHz mostraron mayor resistencia de gel, menor

sinéresis y diferencias en la microestructura del gel, comparados con los geles de WPC no sonicados.

Otro factor que puede incidir sobre la firmeza de geles lacteos es la conformacion de la
membrana de gldbulo graso, el ultrasonido es responsable de la desorganizacion de dicha
membrana, haciendo su superficie rugosa, permitiendo la adherencia de las micelas de caseina y
proteinas de suero a la estructura del GG (Bermudez-Aguirre et al., 2008). Lo anterior genera una
mayor adsorcién de agua y por ende una menor firmeza en los geles elaborados. En este sentido,
Zisu et al. (2010) trabajaron con geles a partir de mezclas reconstituidas de proteina concentrada
de suero, retenido de ultrafiltracion de proteina de suero y caseinato de calcio, las cuales fueron
tratadas con US (20 kHz, 60-240 J/mL). Los geles resultantes fueron mas firmes que el control, lo
cual sugieren que se debe al incremento del drea superficial de las particulas, que promovid la
asociacion de proteinas durante la formacién del gel creando una estructura mds compacta. Para

leche descremada tratada (18 g, 22.5 kHz, potencia efectiva de 50 W) por tiempos de 0 a 30 min con
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y sin control de temperatura se observé una mayor firmeza de gel para los tratamientos sin control
de temperatura, lo cual puede relacionarse con una mayor desnaturalizacién proteica (Nguyen &
Anema, 2010). De igual manera, Vercet et al. (2002) estudiaron las propiedades reoldgicas del
yogurt elaborado con leche sujeta a TS (20 kHz, 12 s, 40°C), la textura y firmeza del yogur mejoré
significativamente por el procedimiento de TS, comparada con mezclas control sin tratamiento TS.
El mecanismo propuesto para mejorar la propiedad gelificante y la firmeza de TS yogurt fue la
modificacion de los glébulos de grasa y el aumento de las interacciones con ellos y las micelas de

caseinay la proteina sérica desnaturalizada.
3.1.5 Color

Dado que el descremado retira practicamente el 99.5% de |la materia grasa de leche, esto
provoca su cambio de color hacia tonos azul-verdosos, puesto que sélo quedan las micelas de
caseina y el suero lacteo para provocar la dispersién de la luz, y cuyos colores son azul y amarillo-
verdoso, respectivamente (Gil & Ruiz, 2010). Por ello, resulta relevante analizar la modificacion de
color en productos reducidos en grasa. Las medias de los pardmetros de color se muestran en la
Tabla 11. Los analisis de regresion del disefio implementado mostraron que para el parametro L* el
efecto de los factores grasa, tiempo de US y la interaccién entre los factores principales es
significativo (P<0.05). Para el pardmetro a* sélo lo fueron la grasa y el tiempo; y para el pardmetro
b* fueron la grasa y la interaccidn triple de los factores principales. Al momento de retirar parte de
la grasa que conforma a la leche, se observa ineludiblemente un cambio en el color de la misma. Se
puede observar que el parametro L* aumenta a medida que lo hace el tiempo de TS, debido a la
disminucién del contenido de grasa y tamafio de gldbulo de la misma, lo cual permite una mejor
dispersion de la luz en el espectro visible (Bermudez-Aguirre et al., 2008). Al comparar las muestras
de mayor contenido de WPC (con 1 g grasa/100 g leche) con el control 3 g grasa/100 g leche, se
observa que el pardmetro L* disminuye. Esto se atribuye a la naturaleza particulada de la WPC, que

actua como centro de dispersion de luz, aumentando la opacidad de las muestras (McMahon, 1996).

En la Tabla 12 se encuentran las medias para el tono (hue, h*) de cada una de las muestras
a los diferentes tratamientos de TS. El andlisis de regresidn mostré que el contenido graso y su
interaccion con la temperatura y la interaccion triple de los factores (grasa, temperatura, tiempo),

tiene efecto significativo (P<0.05) sobre la tonalidad de la muestra.
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Tabla 11. Efectos de tratamientos TS sobre pardmetros de evaluacion de color

Parametro tUS(min) T(°C) % Grasa
1 2

L* 2 50 78.91+0.0582 82.28+0.36"%
55 79.58+0.59" 82.59+0.09"°

60 78.92+0.045% 81.39+0.23%

4 50 79.52+0.474 83.33+0.35"°

55 79.54+0.34p2 82.95+0.02"°

60 79.48+0.127 82.93+0.23"°

6 50 79.87+0.25" 82.54+0.05"°

55 80.03+0.09" 82.80+0.29"°

60 79.73+0.19% 83.18+0.17"°

a* 2 50 -4.03+0.02%° -3.3240.11%°
55 -4.06+0.01* -3.32+0.04%°

60 -4.00+0.00% -3.30+0.05"°

4 50 -4.05+0.01* -3.42+0.01%°

55 -4.08+0.07%° -3.58+0.21%°

60 -4.08+0.14* -3.49+0.01%°

6 50 -4.15+0.05 -3.260.11%°

55 -4.14+0.08* -3.52+0.08"°

60 -4.13+0.10* -3.55+0.13"°

b* 2 50 0.76+0.04% 3.10+0.03*°
55 1.69+0.14 3.56+0.14*°

60 1.37+0.25" 2.15+0.05%

4 50 1.12+0.13" 3.71+0.37*

55 1.60+0.23%° 3.12+0.18*°

60 1.38+0.11%° 3.64+0.33%

6 50 1.64+0.25" 2.91+0.22/%

55 1.75+0.10% 2.94+0.12°

60 1.58+0.25" 3.18+0.36"°

1 Los superindices en mayusculas comparan medias por columna mindsculas comparan medias por fila; las medias que no
comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) indican diferencia significativa (P<0.05).
2Control leche pasteurizada LTLT, 3% grasa. L* 80.06+0.40; a* -3.38+0.12; b* 2.12+0.07

3 Los resultados muestran L*, a* o b* + desviacion estandar (n=3)

El angulo Hue (h*) sirve para indicar el tono de la muestra, el cual se sitla en la escala de 0
a 360°. De acuerdo a la escala de color de Hunter, h* es un indicador de calidad; permite la
clasificacion del producto como: rojizo (0°), amarillento (90°), verdoso (180°) y azulado (270°). Para
las muestras de 1 g grasa/100 g leche, a un mismo tiempo de tratamiento, se observan valores bajos
(tono rojo/naranja) a 50°C, los cuales se incrementan al elevar la temperatura a 55°C, seguidos de

una disminucién de valor en los tratamientos a 60°C. Para las muestras con 2 g grasa/100 g leche,
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los valores h* son mds elevados tendiendo a una tonalidad amarillenta, que se mantiene en la
mayoria de los diferentes tratamientos de TS. A pesar de existir diferencia significativa (P<0.05)
entre tratamientos con respecto a la cantidad de grasa, visualmente no se pudieron apreciar tales

cambios de tono.

Tabla 12. Efecto del tratamiento de TS sobre el pardmetro hue (h*)

t US (min) °C % Grasa
1 2
2 50 10.68+0.44°% 43,03+1.17%
55 22.62+1.23" 46.9940.77°
60 18.90+3.17402 33.03+0.28%
4 50 15.40+1.62402 47.26+2.78*°
55 21.39+2.51% 41.08+3.32°80
60 18.63+0.77402 46.18+2.18°
6 50 21.55%2.74%2 41.73+3.13%8°
55 22.83+0.82"° 39.87+1.75%8°
60 20.83+2.58" 41.79+4.31780

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mindsculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2Control leche pasteurizada LTLT, 3% grasa. h* 32.15+1.78

3 Los resultados muestran el valor h*xdesviacién estandar (n=3)

El indice de saturacién/croma (C*) describe lo llamativo o lo apagado de un color, es decir
qué tan cerca estd el color ya sea al gris o al matiz puro. La Tabla 13 contiene los valores de
saturacion de las muestras a los diferentes tratamientos de TS. El analisis de regresidn indicé que la
grasa y la interaccion triple de los efectos principales tiene efecto significativo (P<0.05) sobre el

pardmetro Croma.

Para las muestras de leche de 1 g grasa/100 g de leche, la saturacién incrementa cuando
aumenta también el tiempo de TS. Para las muestras de 2 g grasa/100 g de leche, el comportamiento
del parametro C*, no muestra una tendencia clara en los tratamientos aplicados de 2 y 4 min; pero

en los de 6 min, si se observa un incremento constante.
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Tabla 13. Efectos de tratamientos TS sobre pardmetros Croma (C*)

t US (min) °C % Grasa
1 2
2 50 4.10+0.02%  4.54+0.06"%°
55 4.39+0.037°*  4.87+0.13"%°
60 4.27+0.08%  3.94+0.07
4 50 4.20+0.05%  5.04+0.27*°
55 4.3840.15"82  4.75+0.04"%°
60 4.31+0.17%  5.04+0.24*°
6 50 4.47+0.14"  4.37+0.06%
55 4.50+0.11%  4.58+0.027
60 4.4240.18"%2 4.77+0.15"%°

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mindsculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2Control leche pasteurizada LTLT, 3% grasa. C* 3.99+0.06

3 Los resultados muestran el valor C*tdesviacién estandar (n=3)

Los valores de cambio neto de color (AE*) obtenidos para cada uno de los tratamientos de
TS se muestran en la Tabla 14. De acuerdo al analisis de regresidn, se presentaron diferencias
significativas (P<0.5) con respecto al contenido de grasa y a las interacciones temperatura-tiempo y

grasa tiempo.

Tabla 14. Efectos de tratamientos TS sobre el Cambio Neto de Color

t US (min) °C % Grasa
1 2
2 50 1.90+0.01%82  2.43+0.34%
55 1.0240.23%  2.91+0.15"%
60 1.5140.158%% 1.3240.13“
4 50 1.35+0.25%%  3.63+0.47%°
55 1.04+0.22% 3.06+0.06"%°
60 1.1940.04%%  3.26+0.05"%
6 50 0.96+0.14%  2.60+0.12%
55 0.86+0.03%  2.86+0.30"%
60 1.02+0.00% 3.30+0.27°%°

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras minusculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2|os resultados muestran el AE*+desviacién estandar (n=3)

El AE* indica qué tan diferente es una muestra dada de leche del tratamiento control (3 g
grasa/100 g). Las muestras de 2 g grasa/100 g leche, son las que mayores diferencias presentaron
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con respecto a la muestra control. Una vez mas, a pesar que exista diferencia en los resultados

obtenidos técnicamente, tal cambio no fue percibido visualmente.

3.1.6 pH

La importancia del estudio de los valores de pH radica en que el fosfato de calcio micelar se
disuelve progresivamente a medida que baja el pH del gel formado mediante la accién del cuajo.
Durante la formacién del gel enzimatico, las micelas retienen casi en su totalidad su identidad
estructural. Sin embargo, una vez que se corta la cuajada e inicia la expulsidon de lactosuero, las
micelas estan mucho mas juntas entre si, hasta que se fusionan durante el prensado y la maduracion

del queso (Inda, 2000).

La Tabla 15 muestra los valores de pH de las mezclas antes y después de ser tratadas por TS.
De acuerdo a los analisis de regresién y de varianza correspondientes, la temperatura, la grasa y la
interaccion grasa-tiempo, tienen efecto significativo (P<0.05) sobre el pH tras la TS. El valor
promedio de pH para las muestras antes del tratamiento de TS fue de 6.61+ 0.01, observdndose una

disminucién en el valor tras el tratamiento TS, a un valor promedio de 6.55+0.01.

Tabla 15. Valores de pH antes y después de tratamientos TS

t US (min) °C % Grasa
1 2
pH Antes TS pH Después TS pH Antes TS pH Después TS
2 50 6.60+0.00" 6.57+0.00"° 6.64+0.01% 6.58+0.06%
55 6.60+0.07% 6.53+0.01% 6.62+0.00 6.53+0.017%°
60 6.62+0.01% 6.54+0.02%2 6.62+0.03% 6.57+0.00"°2
4 50 6.64+0.04 6.54+0.04"%° 6.63+0.01%° 6.51+0.028°
55 6.62+0.02% 6.52+0.04482 6.61+0.03% 6.56+0.04"
60 6.64+0.01% 6.56+0.044 6.62+0.02% 6.55+0.01%°
6 50 6.61+0.02% 6.56+0.0248° 6.62+0.02% 6.56+0.017
55 6.64+0.04% 6.56+0.0248° 6.64+0.03% 6.51+0.02/8°
60 6.63+0.01%° 6.51+0.02%2 6.58+0.02% 6.57+0.02%

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mindsculas comparan medias por fila
(haciéndolo por separado para cada porcentaje de grasa); las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por
separado columnas de filas) son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2Control leche pasteurizada LTLT, 3% grasa. pH antes TS 6.64+0.01; después TS 6.55+0.02

3 Los resultados muestran el valor pH * desviacion estandar (n=3)
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Estos resultados coinciden con los reportados por Bermuidez-Aguirre et al. (2009a), quienes
reportan disminuciones de pH en leche tratada con US (500 mL, 24 kHz, 63°C, 30 min) con valores
promedio de 6.74 para la leche pasteurizada y 6.64 para los tratamientos de US; dichos valores
sitian a las muestras en un rango similar al usualmente reportado para leche comercial. La
disminucién de pH en leche termosonicada se ha atribuido a la accién enzimatica promovida por la
cavitaciéon produciendo la hidrdlisis de ésteres (Walstra et al., 2006). Chandrapala et al. (2012)
observaron cambios menores en el pH como una funcién del aumento del tiempo de sonicacidn.
Segun los autores, el US puede alterar el pH de una solucidn debido a la formacién de pequeiias
cantidades de acido nitrico (Supeno, 2000), debido a la reaccidn entre el nitrégeno y el oxigeno
dentro de la zona caliente de las burbujas de cavitacidon. Asimismo, Marchesini et al. (2012)
observaron una disminucidn de pH en leche TS de 6.77 a 6.43 al incrementarse la amplitud de onda
y el tiempo de US. Por su parte Chandrapala et al. (2012) no reportan cambios en pH en leche
descremada sonicada, Shanmugam et al. (2012) mencionan que los cambios de pH son reversibles
después de algunos minutos, debido al equilibrio mineral propio de la leche. Lo anterior se debe a
gue en algunos estudios no se observaron cambios en la concentracion de calcio soluble, por lo que
concluyen que el fosfato de calcio coloidal (FCC) no se ve afectado por los fendmenos de corte

generados por la cavitacidn (Khanal et al., 2014).
3.1.7 Acidez Titulable

La Tabla 16 muestra los valores de acidez de las muestras de leche TS. De acuerdo a los
anadlisis de regresion y varianza correspondientes, la temperatura es el factor que influye
significativamente (P<0.05) sobre el cambio en la AT. De acuerdo a la comparacién de medias de
Tukey (P<0.05), no existe diferencia significativa entre las muestras con tratamiento de TS. La
muestra control tuvo un valor de acidez de 0.15#0.01 g de &cido lactico/100 g de queso,
observandose un aumento en el valor promedio de las mezclas tras los tratamientos de TS, el cual

fue de 0.17+0.01 g de acido lactico/100 g de queso.
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Tabla 16. Valores de AT de mezclas a diferentes tratamientos de TS

t US (min) °C % Grasa
1 2
2 50 0.18+0.01%® 0.16+0.01%2
55 0.17+0.01% 0.17+0.01%
60 0.17+0.01%® 0.17+0.01%2
4 50 0.17+0.01% 0.17+0.01%
55 0.16+0.00" 0.17+0.01%2
60 0.16+0.01% 0.16+0.01%
6 50 0.18+0.00" 0.18+0.00%
55 0.17+0.01% 0.18+0.01%
60 0.17+0.00*® 0.17+0.01%2

1Control leche pasteurizada LTLT, 3% grasa. AT 0.15+0.01
2Los resultados muestran el %acido lactico + desviacion estandar (n=3)

Bermudez-Aguirre et al. (2009a) reportan un aumento de AT (expresado en %acido lactico)
en leche tratada con US (500 mL, 24 kHz, 63°C, 30 min), con valores promedio de 0.126 para la leche
pasteurizada y 0.141 para los tratamientos después del US. El incremento en la acidez puede
atribuirse a dos factores. El primer factor esta relacionado con la lipdlisis, debido a la accion
enzimatica sobre los triglicéridos (Walstra et al., 2006), proceso que se ve reforzado por el
ultrasonido, acelerando la liberacion de acidos grasos libres hacia el medio. El segundo factor podria
deberse a la formacidn de nitrito, peréxido de hidrégeno y el nitrato en la leche después de la
sonicacion, cuya formacidn en medios acuosos a diferentes frecuencias e intensidades de US ha sido

demostrada (Supeno, 2000).
3.1.8 Analisis de Optimizacion de Resultados

Los valores obtenidos para cada una de las respuestas propuestas, fueron analizados
empleando el modelo de regresién mostrado en la Ec. 13, con la finalidad de identificar la

significancia de los factores para cada una de las respuestas evaluadas:

= b + blT + bzG + b t+ blzTG + b1 Tt + bz Gt + b12 TGt + b11T2 + b tZ(EC. 13)
y 0 3 3 3 3 33

Donde:

T = Temperatura de tratamiento, G = % grasa, t = tiempo de tratamiento ultrasénico
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El efecto cuadratico del porcentaje de grasa no se tomd en cuenta, debido a que éste sélo
se encuentra en dos niveles. El minimo y maximo niveles seleccionados para cada una de las

variables se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Variables analizadas en pruebas preliminares

Variable Nivel minimo (-1)  Nivel medio (0)  Nivel mdximo (1)
Temperatura (°C) 50 55 60

Grasa (%) 1 -- 2
Tiempo US (min) 2 4 6

La Tabla 18, muestra la codificacién para cada uno de los valores de las respuestas. Las letras
A, By C, representan la temperatura, porcentaje de grasa y tiempo de sonicacién, respectivamente.

Las interacciones corresponden a las establecidas en el modelo de regresién.
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Tabla 18. Disefio utilizado en la proyeccion de los factores

°C|% | tus ApH L* h* c* AE* AT CRA FG A B C AB | AC | BC | ABC | AA | CC
G | (min)
50 | 1 2 0.033 78.87 -5.08 4.12 1.91 0.18 49.03 | 38.00 | -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1
50 | 1 2 0.020 78.94 -5.40 4.08 1.89 0.171 | 43.88 | 40.45 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1
50 | 1 4 0.080 79.19 -3.85 4.16 1.55 0.165 | 57.20 | 38.23 -1 -1 0 1 0 0 0 1 0
50 | 1 4 0.117 79.85 -3.27 4.23 1.16 0.177 | 56.38 | 38.60 | -1 -1 0 1 0 0 0 1 0
50 | 1 6 0.090 80.05 -2.15 4.57 0.87 0.18 53.48 | 43.60 | -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1
50 | 1 6 0.103 79.69 -2.69 4.37 1.06 0.18 57.15 | 38.93 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1
50 | 2 2 0.177 82.53 -0.70 4.50 2.67 0.171 | 60.24 | 31.98 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1
50 | 2 2 0.170 82.02 -0.78 4.59 2.19 0.153 | 56.67 | 34.98 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1 1
50 | 2 4 0.050 83.57 -0.44 5.24 3.96 0.18 55.38 | 3780 | -1 1 0 -1 0 0 0 1 0
50 | 2 4 0.053 83.08 -0.63 | 485 | 3.30 | 0.162 | 60.03 | 34.17 | -1 1 0 -1 0 0 0 1 0
50 | 2 6 0.033 82.57 -0.69 4.42 2.69 0.177 | 53.87 | 38.00 | -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 1
50 | 2 6 0.040 82.50 -0.92 4.33 2.52 0.183 | 54.91 | 36.05 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 1
55 |1 2 0.047 79.99 -2.37 4.37 0.85 0.177 | 54.03 | 35.10 0 -1 -1 0 0 1 0 0 1
55 |1 2 0.007 79.16 -2.15 4.42 1.18 0.162 | 61.28 | 36.25 0 -1 -1 0 0 1 0 0 1
55 |1 4 0.080 79.74 -219 | 449 | 0.89 | 0.159 | 5583 | 3495 | 0 | -1 0 0 0 0 0 0 0
55 |1 4 0.060 79.32 -2.69 4.27 1.20 0.162 | 54.85 | 35.45 0 -1 0 0 0 0 0 0 0
55 | 1 6 0.087 79.97 -2.16 4.57 0.88 0.174 | 57.69 | 41.30 0 -1 1 0 0 -1 0 0 1
55 |1 6 0.057 80.09 -2.31 4.42 0.84 0.162 | 60.40 | 39.85 0 -1 1 0 0 -1 0 0 1
55 | 2 2 0.113 82.52 -0.57 4.78 2.80 0.183 | 59.13 | 31.40 0 1 -1 0 0 -1 0 0 1
55 | 2 2 0.093 82.65 -0.52 | 496 | 3.01 | 0.165 | 57.02 | 36.83 | O 1 -1 0 0 -1 0 0 1
55 | 2 4 0.090 82.96 -0.72 4.72 3.11 0.171 | 61.67 | 39.10 0 1 0 0 0 0 0 0 0
55 | 2 4 0.053 82.93 -0.97 | 477 | 3.02 | 0.159 | 61.66 | 38.55 | O 1 0 0 0 0 0 0 0
55 | 2 6 0.000 82.60 -0.97 4.57 2.65 0.183 | 63.52 | 34.80 0 1 1 0 0 1 0 0 1
55 | 2 6 0.060 83.00 -0.84 | 459 | 3.08 | 0.168 | 67.13 | 32.75 | O 1 1 0 0 1 0 0 1
60 | 1 2 0.023 78.94 -2.46 4.28 141 0.171 | 49.24 | 33.67 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1
60 | 1 2 0.027 78.89 -3.24 4.17 1.62 0.159 | 54.33 | 32.43 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1
60 | 1 4 0.073 79.57 -2.76 | 443 | 1.16 | 0.156 | 52.87 | 33.67 | 1 -1 0 -1 0 0 0 1 0
60 | 1 4 0.033 79.39 -2.95 4.19 1.22 0.171 | 55.26 | 36.17 1 -1 0 -1 0 0 0 1 0
60 | 1 6 0.047 79.59 -2.25 4.55 1.02 0.168 | 52.98 | 41.25 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1
60 | 1 6 0.043 79.86 -2.79 4.30 1.02 0.168 | 60.08 | 36.30 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1
60 | 2 2 0.097 81.29 -1.33 3.89 1.24 0.165 | 61.44 | 41.15 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1
60 | 2 2 0.050 81.47 -1.30 | 3.99 | 141 | 0.144 | 5736 | 3760 | 1 1 -1 1 1] -1 -1 1 1
60 | 2 4 0.037 82.76 -0.49 5.21 3.22 0.168 | 59.46 | 38.60 1 1 0 1 0 0 0 1 0
60 | 2 4 0.050 83.09 -0.68 | 4.88 | 3.29 | 0.156 | 65.86 | 37.80 | 1 1 0 1 0 0 0 1 0
60 | 2 6 0.007 83.055 -0.97 4.67 3.11 0.168 | 66.23 | 32.60 1 1 1 1 1 1 1 1 1
60 | 2 6 0.010 | 83.295 | -0.65 | 4.87 | 349 | 0.156 | 68.27 | 3540 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Posteriormente, se realizé el analisis de regresién para cada una de las respuestas. La
significancia de los pardmetros se evalud a un nivel de confianza del 95%. La calidad del ajuste del
modelo se evalué mediante el coeficiente de determinacidn generalizado (R?); la Tabla 19 muestra
dicho coeficiente para cada respuesta evaluada, donde R? = 1 implica un ajuste lineal perfecto la

variacion de la variable de estudio es explicada por el modelo de regresion.

Tabla 19. Coeficientes de determinacién generalizados (R?)

R2
CRA 0.727
FG 0.588
pH 0.582
AE* 0.871
AT 0.362

Debido a que el coeficiente determina la calidad del modelo para replicar los resultados, el
grado de ajuste medido por el indice de eleccién indica una prediccion apropiada de los parametros
AE* y CRA, en menor grado de calidad se encuentran las respuestas FG y pH. Por su parte, la

respuesta AT no se ajusta de manera favorable al modelo propuesto.

El analisis de regresién proporcioné los coeficientes de todas las variables establecidas en Ia

Ecuacién 11. En este caso, la Tabla 20 muestra dichos valores para cada una de las respuestas

evaluadas.
Tabla 20. Coeficientes de variables del modelo de regresion
Factor CRA FG pH AE* AT
bo 59.89 36.51 6.62 2.20 0.17
by °C 1.88 -0.59 0.00 -0.11 -0.01
b, %G 2.89 -0.68 -0.01 0.81 -0.00
bs tus 2.17 0.88 0.00 0.04 0.00
b1 °C-%G 1.25 1.44 0.00 -0.02 -0.00
b1z °C-tUs 0.98 -0.66 0.00 0.28 -0.00
b2s %G-t US -0.33 -1.24 -0.02 0.31 0.00
bz  “C-%G-tUS 2.00 -1.58 0.00 0.17 -0.00
b1 (°c)’ -2.78 0.62 0.00 0.08 -0.00
bss (t US)® -0.56 -0.23 -0.01 -0.37 0.00
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Para cada una de las respuestas se graficaron los datos experimentales contra los datos

obtenidos, donde se observa un ajuste de los datos al modelo de regresién propuesto.
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Figura 3. Comparacion de valores Experimentales vs Predichos por el modelo de regresion

45

6.65

Para un analisis visual de los datos, los coeficientes de las respuestas CRA y FG fueron

evaluados de acuerdo al modelo de regresidn propuesto, mediante el software Matlab R2012a y

graficados con apoyo del software Sigmaplot 10.0.
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Figura 4. Representacion grdfica de las respuestas a) CRA, b) FG a los tres tiempos de tratamiento de TS. Control leche pasteurizada LTLT 3%
grasa: CRA 44.93+1.02, FG 36.08+2.51. Variables codificadas: Temperatura °C; 50(-1), 55(0), 60(1) y % Grasa; 1(-1), 2(0), 3(1).
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Figura 5. Grdficas de contorno superpuestas para las respuestas CRA (lineas de puntos) y FG (lineas continuas) observadas en los diferentes
tratamientos de TS. Control leche pasteurizada LTLT 3% grasa: CRA 44.93+1.02, FG 36.08+2.51. Variables codificadas: Temperatura °C; 50(-1),
55(0), 60(1) y % Grasa; 1(-1), 2(0), 3(1).
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Para un analisis cuantitativo, el modelo de regresién fue programado en el software Excel a
través del comando Solver; con ello, se obtuvieron los valores codificados para los factores

temperatura, grasa y tiempo de sonicaciéon que cumplieran con las siguientes restricciones:

e Escenario 1. Minimizar el contenido de grasa, mantener la FG y CRA semejante a la
muestra control (3 g grasa/100 g leche), con la finalidad de emular las respuestas
del control, pero sin el aporte calérico del mismo.

e Escenario 2. Minimizar el contenido de grasa, manteniendo la firmeza semejante a
la muestra control (3 g grasa/100 g leche), pero aumentando la CRA de 15 a 20%
aproximadamente. Esto permitiria obtener productos reducidos en grasa, con una

FG similar al control, pero brindando un aumento significativo en el rendimiento.

Los tratamientos que cumplieron con las restricciones establecidas se muestran en la Tabla
21, los cuales se propusieron para la siguiente seccién de la parte experimental (Etapa Il), pues se

muestran como tratamientos promisorios para obtener quesos con las caracteristicas planteadas.

Tabla 21. Tratamientos seleccionados para trabajo en Etapa

% Grasa °C tUS (s) CRA FG
1 50 120 49.50 38.42
1 50 144 53.00 37.26
15 60 120 55.28 36.09

1Control pasteurizado LTLT, 3% grasa. CRA 44.93+1.02, FG 36.08+2.51
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3.2 Etapa Il. Elaboracién de queso tipo Panela
3.2.1 Preparacion de muestras
Se realizd la estandarizacién de las muestras para obtener 3 tipos de leche, clasificadas de

acuerdo a su proporcién de grasa (3, 1.5y 1 g grasa/100 g leche, correspondientes a leche entera,

semidescremada y light, de acuerdo a su clasificacién comercial) y cuyos valores promedio se

muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Composicion quimica de leche

Grasa (%) SNF (%) Lactosa Solidos (%) Proteina Humedad
(%) (%) (%)
2.98+0.03 7.55+0.24 4,15+0.13  0.62+0.02 2.78£0.09 89.48+0.28
1.54+0.02 7.90+0.23 4.34+0.13  0.64+0.02 2.92+0.08 90.56%0.25
1.03+0.05 8.11+0.64 4.45+0.35 0.66+0.05 3.00+0.24 90.86+0.68

1 Los valores se presentan como g/100 g de leche + desviacion estandar
2 SNF: Sélidos no grasos

Posteriormente, se agrego la proporcion establecida de WPC (0, 1, 1.33 g WPC/100 g leche
estandarizada) a las leches estandarizadas (3, 1.5, 1 g grasa/ 100 g leche) respectivamente. La

composicion promedio de las mezclas, se observa en la Tabla 23.

Tabla 23. Composicion quimica de mezclas de leche y WPC para elaboracion de queso Panela

Grasa (%) SNF (%) Lactosa Solidos Proteina Humedad Razon
(%) (%) (%) (%) P/G
2.98+0.03* 7.55+0.24 4.15+0.13 0.62+0.02 2.78+0.09 89.48+0.27 1.04%0.05
1.631+0.02 8.67+0.23 4.39+0.12 0.64+0.02 3.64+0.08 89.71+0.25 2.93+0.41
1.15+0.05 9.12+0.63 4,51+0.35 0.65+0.05 3.96+0.23 89.73+0.67 3.70%0.52

1 Los valores se presentan como g/100 g de leche * desviacion estandar
2 SNF: Sélidos no grasos
* Sin adicién de WPC

3.2.2 Rendimiento

La Tabla 24 muestra los rendimientos verde y himedo de los quesos LTLT y los elaborados

por tratamientos seleccionados de TS.

65



Tabla 24. Rendimientos verde y humedo en quesos LTLT y elaborados por TS

Tr:’ia- Razén °c tUS Rendimiento verde (kg Rendimiento humedo (kg
miento P/G queso/ 100 kg leche) queso/ 100 kg leche)
Control* 20.75+2.04* 13.10+0.82*
1 2.93+0.41 60 120 22.25+1.91* 14.34+0.58*
2 3.70+0.52 50 120 20.96+1.31* 13.10+0.64*
3 3.70+0.52 50 144 20.21+0.61* 13.46+1.194

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna; las medias que no comparten las mismas letras
son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2 Rendimiento verde es el obtenido de la cuajada antes de salar y prensar; rendimiento himedo obtenido al dia 1 después
de 15 h de prensado

3 Los resultados muestran el rendimiento verde o himedo * desviacion estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicién de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

El rendimiento quesero depende de ciertos factores como la composicion y el tratamiento
previo de la leche antes de la elaboracién del queso (Huppertz et al., 2005). Claramente, para
optimizar los rendimientos, el énfasis debe estar siempre en minimizar las pérdidas de los
componentes principales (proteinas y grasa). Sin embargo, el objetivo de éste trabajo fue el sustituir
la mayor cantidad de grasa por proteinas séricas y realizar tratamientos de TS para lograr una mayor
incorporacién de éstas en la matriz del queso, logrando asi un incremento en el rendimiento

quesero.

De acuerdo a San Martin-Gonzalez et al. (2007), incrementos de 20.5% en el rendimiento
quesero son considerados suficientes para generar ganancias significativas al fabricante; los
resultados de rendimiento obtenidos no son significativos, pero resultan promisorios en la
busqueda nuevos tratamientos para la elaboracién de quesos. Se pueden observar rendimientos
similares e incluso mayores en los tratamientos de TS comparados con el Unicamente pasteurizado,
pero de acuerdo al analisis de varianza correspondiente, los diversos tratamientos no muestran
diferencia significativa (P<0.05) sobre el rendimiento verde y rendimiento humedo tras la TS. Este
aumento en el rendimiento podria atribuirse a la nueva estructura de la leche después del
tratamiento de ultrasonido. Los gldbulos de grasa y las moléculas de caseina cambian su forma 'y
tamanfio debido a la cavitacidn generada por las ondas de US en la leche, produciendo un nuevo
complejo de caseina-grasa y dando a la leche mejores caracteristicas fisicoquimicas (Bermudez-
Aguirre et al., 2008). Segun Sfakianakis et al. (2015) el US de alta intensidad, ademas de causar la
desnaturalizacion de proteinas de suero, promueve la formacién de grandes agregados con micelas

de caseina. Esta unién de las proteinas de suero de leche desnaturalizada con las micelas de caseina
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aumenta la capacidad de retencién de agua de la matriz de queso, incrementando el rendimiento

del mismo (Hinrichs, 2001).

Almanza et al. (2015) obtuvieron rendimiento de 19.5% en queso crema manufacturado con
leche tratada por TS (20 W, 51 °C, 30 min), el cual fue mayor que el rendimiento observado en el
queso control (10.9%) elaborado con leche no termosonicada. Bermudez-Aguirre et al. (2010),
reportaron que la TS de la leche (24 KHz, 129 mW/mL, 63 °C, 30 min) mejora el rendimiento de
queso Fresco de 10.7% (control) a 20.6%. Estos autores ademads describen que el aumento de
temperatura (272 °C) durante la TS no produce un incremento en el rendimiento de queso Fresco.
Resultados similares se han encontrado empleando leche homogeneizada para elaborar queso
mozzarella (Rudan et al., 1998), donde el incremento de rendimiento proviene de una reduccion en
las pérdidas de grasay finos en el suero de leche. Otras alternativas exploradas incluyen la aplicacion
de tratamientos térmicos mds severos que la pasteurizacion HTST, los cuales inducen la
desnaturalizacién de proteinas de suero de leche, la cual promueve su incorporacidn en la cuajada
de queso (Kelly et al., 2008). De igual manera, San Martin-Gonzalez et al. (2007), Sandra et al. (2004)
y Hayes et al. (2003) reportan incrementos de rendimientos asociados a factores similares
empleando leche tratada bajo condiciones selectas de alta presidon, mientras que Guinee et al.

(2007), proponen incrementar la razén proteina: grasa para incrementar el rendimiento del queso.

3.2.3 Humedad

Durante el almacenamiento refrigerado (4°C) se presentaron cambios la composicidn y
propiedades funcionales de los quesos elaborados. La pérdida de humedad estd asociada a una
disminucién de la actividad de agua, a un cambio en la apariencia y textura, lo que a su vez genera
un aumento en las barreras para el crecimiento microbiano y también para algunas reacciones
guimicas, cambios en el color e incrementos en la dureza. La Tabla 25 muestra los cambios en la
proporcién de humedad en los quesos LTLT y los elaborados a diferentes tratamientos de TS durante

su almacenamiento.

De acuerdo al ANOVA correspondiente, los diversos tratamientos de TS muestran diferencia
significativa (P<0.05) con respecto al queso con leche pasteurizada, sobre el porcentaje de humedad
inicial y durante su almacenamiento. Al considerar el tiempo de almacenamiento, podemos
observar que dos tipos de quesos (control y P/G 3.70+0.52, 120s, 50°C) no reflejan cambios

significativos en sus valores de humedad. Para los dos quesos restantes (P/G 2.93+0.41, 120 s, 60°C
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y P/G 3.70%+0.52, 144 s, 50°C) existe diferencia significativa (P<0.05) con respecto al dia 1 de

almacenamiento.

Tabla 25. Porcentaje de humedad en quesos LTLT y elaborados con leche TS durante su

almacenamiento
# Razén . tUS Almacenamiento (Dia)
Trata- P/G C (s) 1 . "
miento
Control* 60.41+1.35%* 58.23+2.05%* 57.37+1.13%

1 2.93+0.41 60 120 66.23+1.03% 61.17+0.50"%° 61.13+0.44°%°
2 3.70+0.52 50 120 66.53+1.12°%% 63.86+2.78%® 63.46+1.09%
3 3.70+0.52 50 144 67.08+1.00%° 62.93+0.85%%" 62.77+0.385

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras minusculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran el Rendimiento verde o Himedo * desviacion estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adiciéon de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

La eliminacion de la grasa de la matriz de la caseina conduce a la formacién de una red de
para-caseina mucho mas estrecha, que durante la sinéresis se vuelve excesivamente firme. Para
limitar este defecto en los quesos bajos en grasa, el contenido de humedad de la cuajada se puede
aumentar, asegurando asi una textura similar a la de un queso con contenido normal de grasa
(Banks, 2004). Los distintos tratamientos de TS apoyan el incremento de humedad en los quesos
elaborados, lo que sugiere una posible reorganizacion de las moléculas en el interior del queso,
permitiendo una mayor captacién de agua y a la incorporacion de proteinas de suero a la superficie
de las micelas de CN (Huppertz et al., 2005). En este sentido, Almanza et al. (2015) reportan que el
contenido de humedad incrementé significativamente de 55 a 60% en los quesos crema hechos con
leche TS (20 W, 51°C, 30 min), con respecto al elaborado con pasteurizacién LTLT (63°C, 30min).
Cuando se calienta la leche, las proteinas del suero desnaturalizadas llegan a formar agregados
proteicos con las k-CNs. La unién de B-LG y a-LA (en un grado menor) con las micelas de caseina
aumenta la capacidad de retencién de agua de la matriz de proteina (Donato et al., 2007; Vasbinder
& De Kruif, 2003), y por tanto, el contenido de humedad del queso. Bermudez-Aguirre et al. (2010)
reportaron también un aumento en el contenido de humedad (del 63% al 71%) de queso fresco
elaborado con leche TS (129 mW/mL, 63°C, 30 min). Sin embargo, estos autores concluyeron que
los cambios en la retencion de agua del queso era un efecto del US, pero no de la temperatura

utilizada durante la sonicacién de la leche.
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3.2.4 Actividad de agua

Las interacciones del agua en el queso son ante todo interacciones con las caseinas, puesto
gue el otro Unico componente importante en términos de cantidad, la grasa, es altamente
hidrofébico. El agua en el queso puede estar contenida en capilares, retenida mecdnicamente y
disponible como solvente, o puede estar atrapada o enlazada en particulas de proteinas, en cuyo

caso no estd disponible como solvente (Inda, 2000).

Los valores de actividad de agua (aw) de los quesos LTLT y los elaborados a diferentes
tratamientos de TS a lo largo de su almacenamiento no mostraron diferencia significativa (P<0.05)

entre ellos, de acuerdo al ANOVA correspondiente. El valor promedio de a,, fue de 0.954+0.001.

Los quesos no son sistemas estaticos, ya que la cantidad de agua disponible como solvente
gue contienen estd evaporandose continuamente, ya sea lentamente. En el caso de quesos
madurados, los procesos bioquimicos asociados con la maduracidon forman solutos nuevos de peso
molecular cada vez menor. Estos dos efectos dindmicos, pérdida de humedad y formacién de
solutos, aumentan las interacciones entre el agua y los solutos y, de esta manera, a medida que se
pierde agua, disminuye la relaciéon entre el contenido de agua y el de sdlidos no solubles,
promoviendo asi interacciones agua-caseina que, a su vez, disminuyen la relacién entre agua libre y
agua enlazada no disponible; disminuyendo la actividad de agua; aunque, la formacién de solutos

de bajo peso molecular, es bajo en quesos frescos (Inda, 2000).

Un aumento en el valor de ay de agua puede justificarse por la adicién de WPC y la
desnaturalizacion de las proteinas mediante el efecto del tratamiento de TS, permitiendo una mayor
captacién de agua y a su vez un mayor contenido de humedad en el queso elaborado. Los efectos
de varios factores en la ay de queso han sido investigados. Marcos et al. (1981) determinaron la
relacidn entre ay y la composicidon quimica de diferentes quesos europeos con valores de a entre
elrango de 0.91 a 0.99. La a,, fue positivamente correlacionada con el contenido de humedad (rango
32-55 g/100 g queso) y negativamente con la concentracion de sal en la humedad (1.45-11.41 g/100
g queso) y con el nitrégeno no proteico (0.47-3.07 g/100 g queso).

3.2.5 Anadlisis de perfil de textura

La disminucidon de la grasa y su sustitucién en el queso, ocasiona cambios sustanciales en el

producto final, afectando caracteristicas como firmeza, sabor y aceptabilidad. Lo anterior, debido al
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aporte de la grasa en la composicidn, estructura cristalina, comportamiento en la fusién,
solidificaciéon, su interaccidn con el agua y con otras moléculas no lipidicas (Fennema, 2003). Al
elaborar productos bajos en grasa, es importante determinar las posibles variaciones que puedan
sufrir las caracteristicas texturales y sensoriales, con el fin de identificar cudles de los sustitutos

empleados no presentan diferencias significativas con el producto de referencia (Valencia, 2003).

En los quesos, la textura es un pardmetro determinante de la identidad y tipo de queso, y
afecta significativamente la preferencia de consumidores y la intencidon de compra (Antoniou et al.,
2000). La textura del queso puede ser definida como un grupo de caracteristicas fisicas, que se
originan de sus elementos estructurales, relacionadas con la deformacién, desintegracién y flujo
cuando es sometido a una fuerza y son medidas objetivamente en funcién de la masa, tiempo y
distancia (Bourne, 2002). Los atributos de calidad textural pueden ser evaluados mediante analisis
descriptivos sensoriales y andlisis instrumentales. Las medidas instrumentales ofrecen mayor
objetividad y reproducibilidad, pero no necesariamente relacionan la intensidad percibida por los
sentidos humanos, debido principalmente a la dificultad de reproducir y simular las condiciones de
la boca cuando el alimento es consumido, tales como hidratacién con saliva, temperatura y
reduccion de tamafio (Funami, 2011). La Tabla 27 contiene los atributos evaluados en el andlisis de
perfil de textura de los quesos elaborados con leche TS y tratados térmicamente a lo largo del

periodo de almacenamiento.

Una de las razones por las que se eligieron estos tratamientos de TS, fue obtener productos
reducidos en grasa que presentaran una firmeza similar a un queso con un contenido normal de
grasa. De acuerdo al ANOVA realizado al dia 1 en todos los atributos evaluados, no se observé
diferencia significativa (P<0.05) entre tratamientos de TS y tratamiento LTLT, lo que indica que con
la sustitucion de la grasa por WPCy el empleo de tratamientos de TS a las condiciones establecidas,
se pueden emular los atributos de un queso con un contenido normal de grasa sin el aporte calérico
que esto representa. A partir del dia 7 de almacenamiento, diferencias en algunos atributos se
hicieron notables, en particular con la dureza o firmeza, la cual aumenta significativamente con
respecto al dia 1 y se mantiene hasta el dia 14, pero no difiere entre los tratamientos aplicados. La
firmeza de la red proteica depende entre otros factores, del contenido de agua, grasa y minerales.
La accién de retirar la mitad o mds del contenido graso de la leche de queseria, implica la formacién
de quesos mas duros y rigidos (Brighenti et al., 2008). No obstante, la adicion de WPC y los

tratamientos de TS permitieron la incorporacién de agua a la red proteica, provocando un aumento
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en el contenido de humedad y una reduccién en la firmeza de la estructura, lo que implica una
separacidon mayor entre las proteinas. Ahora bien, durante el almacenamiento el aumento de la
dureza estd relacionada con la pérdida de humedad, que al provocar una disminucion de la

hidratacion de las proteinas conduce a una mayor interaccién de las mismas (Walstra, 1990).

Tabla 26. Andlisis de perfil de textura de quesos LTLT y elaborados leche TS durante su
almacenamiento

Tratamiento Tiempo de almacenamiento (dias)

Parametro

# Trata-

o

. Razon P/G t US (s) 1 7 14
miento

Dureza Control* 0.70+0.04%®  1.13+0.06"® 1.15+0.04"°
(kg-f) 1 2.93+0.41 60 120  0.69+0.03** 1.25+0.10"® 1.26%0.07"°
2 3.70+052 50 120  0.78+0.07*° 1.16+0.07%° 1.19+0.09*°
3 3.70+0.52 50 144  0.71+0.05** 1.20+0.09"® 1.32+0.03"°
Elasticidad Control* 0.85+0.01" 0.86+0.02**  0.84+0.01"°
(Adimensional) 1 2.93+0.41 60 120  0.86:0.00* 0.88+0.01%* 0.87+0.01%
2 3.70¢052 50 120  0.86:0.01"* 0.87+0.01*° 0.87+0.01*
3 3.70+0.52 50 144  0.85+0.00 0.88+0.01"* 0.86+0.01"
Cohesividad Control* 0.66+0.01°* 0.63+0.04**  0.69+0.02"2
(Adimensional) 1 293+0.41 60 120  0.70£0.01" 0.73:0.03% 0.75+0.01%
2 3.70¢052 50 120  0.650.09"* 0.77+0.02%  0.78+0.01°%
3 3.70+0.52 50 144  0.67+0.02* 0.74+0.00%  0.65+0.04"
Gomosidad Control* 0.46+0.02* 0.72+0.02**  0.79+0.04*°
(kg-f) 1 2.93+0.41 60 120  0.48+0.01"* 0.92+0.10°%° 0.95+0.05"°
2 3.70¢052 50 120  0.50+0.08"* 0.90+0.06®® 0.93+0.09*°
3 3.70+0.52 50 144  0.48+0.03" 0.89+0.07%° 0.87+0.07°°
Masticabi- Control* 0.40+0.01** 0.62+0.02**  0.67+0.02*°
lidad 1 2.93t041 60 120  0.41:0.01"* 0.81+0.08%® 0.82+0.05%
(kg-f) 2 370052 50 120  0.43+0.07% 0.78+0.05% 0.81+0.08"
3 3.70+0.52 50 144  0.41#0.02* 0.78+0.05%  0.75+0.05"®

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mindsculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran el pardmetro de textura * desviacién estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicion de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

Ademas, la firmeza de un queso aumenta en proporcién a la relacion proteina/agua. Los
valores de elasticidad no presentaron cambios significativos entre tratamientos ni durante el lapso
de almacenamiento, esto también se relaciona con el hecho de que no hubo cambios significativos
de pH durante la espera de los analisis (Ver seccion 3.2.7). En los quesos frescos, la elevada humedad

y el bajo pH son condiciones que afectan notoriamente la textura y sabor durante la conservacion,
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de forma que una excesiva protedlisis podria ocasionar defectos como una textura excesivamente
blanda y un sabor amargo (Fox y McSweeney, 1996). La cohesividad fue variable durante el
almacenamiento, a los dias 7 y 14 se obtuvieron diferencias significativas (P<0.05) de los
tratamientos TS con respecto al tratamiento control. Asimismo, se observa un aumento de los
valores de los quesos elaborados con leche TS con respecto al tratamiento control al dia 1. Los
valores de gomosidad y masticabilidad tienden a aumentar durante el tiempo de almacenamiento

y mostrando diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos TS y el control.

Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas (2010), observaron cambios en el TPA de quesos
frescos elaborados con distintas condiciones de TS (500 mL, 24 KHz, 129 mW/mL, 0-30 min, 63 y
72°C); estos se caracterizaron por tener una textura mds suave, una menor gomosidad y
masticabilidad. Los resultados obtenidos a través de microscopia electrénica indican que los quesos
TS presentan una estructura mds homogénea y compacta que los LTLT y los de leche cruda lo cual
posiblemente se debe a la homogeneizacidon de la grasa y las CNs y la mayor capacidad de la
estructura proteica para retener agua. Almanza et al. (2015) reportan disminucion en los valores de
untabilidad (<100 N) de queso crema elaborado con leche sonicada (20 W, 51 °C, 30 min),
comparados con los observados en su queso control hecho con leche no sonicada (209 N). Indican
ademads que los cambios en los valores de elasticidad no fueron atribuidos al tratamiento de
sonicacién, sino a las temperaturas de elaboracién. En queso Cheddar elaborado con leche TS (1 L,
37 kHz , potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30 min) se obtuvo una menor firmeza que los quesos
LTLT y no se observaron diferencias significativas en su elasticidad y cohesividad (Quintana-Soto,
2013) . Marchesini et al. (2012) evaluaron el efecto del ultrasonido (400 W, 24 kHz, por 50-300 s) en
diversas propiedades de fabricacién de queso, teniendo como resultado que la firmeza de la cuajada
fue significativamente menor cuando la leche fue pretratada con ultrasonido, particularmente en

aquellos tratamientos sometidos a tiempos de sonicacién mas prolongados.

3.2.6 Color

La Tabla 28 detalla las caracteristicas de color instrumental obtenidas al evaluar los quesos
tipo Panela control y experimentales a lo largo de su periodo de almacenamiento. De acuerdo al
ANOVA realizado, se puede observar que el tiempo de almacenamiento afecta significativamente
(P<0.05) sobre los parametros L* y a*, caso contrario para el parametro b*. Los quesos de cualquiera

de los tratamientos aplicados mostraron un valor alto de luminosidad que durante el
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almacenamiento tuvo variaciones menores. Una reduccion significativa del valor de luminosidad

(que va de 0 a 100) se observa al dia 14 de almacenamiento, indistintamente del tratamiento.

Tabla 27. Parametros de color en quesos LTLT y elaborados con leche TS durante su
almacenamiento

Parame-
tro

L*

b*

h*

C*

AE*

1
2
3

Razén °C
P/G

Control*

2.93+0.41 60

3.70£0.52 50

3.70+0.52 50
Control*

2.93+0.41 60

3.70+0.52 50

3.70+0.52 50
Control*

2.93+0.41 60

3.70+0.52 50

3.70+0.52 50
Control*

2.93+0.41 60

3.70+0.52 50

3.70+0.52 50
Control*

2.93+0.41 60

3.70+0.52 50

3.70+0.52 50

2.9310.41 60
3.70+0.52 50
3.70+0.52 50

t US (s)

120
120
144

120
120
144

120

120
144

120
120
144

120
120
144

120
120
144

Almacenamiento (Dias)

1
92.43+0.33%
92.35+0.55%
91.90+0.21%°
91.84+0.50"

0.98+0.33"
-0.09+0.04%
0.08+0.06%
-0.22+0.08%
13.58+0.29%°
12.82+0.80*

12.58+0.43%
12.60+0.78%

85.88+1.30"
89.55+0.19°%2
89.64+0.2582
89.00+0.345%
13.62+0.31%
12.82+0.80*
12.58+0.43%
12.60+0.78%

1.47+0.37%
1.7940.45%
1.48+0.51%

7
91.61+0.61°
92.20+0.24%°
91.36+0.23%
91.53+0.66%"
1.0110.42%
0.17+0.13%°
0.21+0.07%
-0.2940.11°%
13.91+0.72%°
13.3240.68

13.90+1.05%
13.52+1.44%2

85.92+1.67%°
89.27+0.60%°
89.13+0.308
88.35+1.11%#2
13.95+0.73%2
13.3240.68
13.90+1.05%
13.53+1.43%

1.1740.37%
1.87+0.25%
1.31+0.27%

14
91.38+0.21%
91.48+0.17%°
90.38+0.27%°
89.53+1.26°%°

1.28+0.14%

0.37+0.02"¢

0.21+0.1382

0.20£0.08%
14.48+0.34%
14.28+0.54*

13.9310.67°
14.85+1.34%

84.96+0.54%
88.50+0.01°°
89.15+0.4882
89.26+0.25%
14.5410.34%
14.28+0.54
13.9310.68"
14.85+1.34%

1.65+0.32%°
2.49+1.07"
1.0310.16"

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mindsculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).
2Los resultados muestran parametro * desviacion estandar (n=3)
* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adiciéon de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

En cuanto al pardmetro a* (- verde, + rojo), el queso tratado térmicamente (63°C, 30 min)

es significativamente diferente (P<0.05) a los quesos elaborados con leche TS, observandose un

incremento significativo durante su almacenamiento. Ahora bien, el queso control y tratamiento 2

(P/G 3.70%0.52, 50°C, 120 s), no muestran diferencias significativa (P<0.05) a través del tiempo; el

73



queso del tratamiento 3 (P/G 3.70+0.52, 50°C, 144 s) muestra una variacién menor al dia 14. Por su
parte, el queso del tratamiento 1 (P/G 2.93+0.41, 60°C, 120 s), presenta diferencias significativas
durante el almacenamiento. El pardmetro b* (- azul, + amarillo) no presenté diferencias
significativas (P<0.05) entre los tratamientos aplicados, ni durante el tiempo de almacenamiento.
Los valores de este pardmetro se encuentran en un promedio de 13.65; lo que indica una leve

coloracién amarilla.

El color blanco de la leche se debe a la presencia de glébulos grasos y micelas de caseina
que dispersan la luz en el espectro visible (Owens et al., 2001). Algunas de las caracteristicas de
apariencia de la leche basada en el contenido de grasa de la mantequilla incluyen transparencia,
brillo y blancura, que se han evaluado del 0 al 4% del contenido de grasa (Phillips et al., 1995). La
energia generada por el ultrasonido puede ser absorbida o reflejada por proteinas de leche y

glébulos de grasa (Villamiel & De Jong, 2000).

El angulo de tonalidad o hue* resulté estadisticamente diferente en cualquiera de los dias
de andlisis en los tratamientos TS con respecto al tratado térmicamente. Ademas, los valores de
tono son constantes a lo largo del almacenamiento, excepto para el tratamiento con 1.5 g grasa/100
g leche, el cual muestra una leve disminucién a los dias 7 y 14. El queso control muestra tonos
menores (naranja-amarillo) en comparacién con los TS (amarillo). Estos colores no son perceptibles
en los quesos a simple vista debido a la alta luminosidad y a la poca saturacién (C*) de color. Los
valores de saturacién no muestran diferencia significativa (P<0.05) entre tratamientos ni a través
del tiempo de almacenamiento. En este sentido, Bermuldez-Aguirre et al. (2010) reportan
incremento de luminosidad en quesos frescos elaborados con tratamientos de TS (400 W, 24 kHz,
120 um, 10 min), ademas de existir cambios menores durante el almacenamiento, comparados con
queso fresco procesado térmicamente, el cual presentd evidente disminucién de la luminosidad
durante el almacenamiento, debido probablemente a crecimiento microbiano en la superficie,
atribuible a un mal manejo y almacenamiento del producto. Resultados similares fueron observados
por Ertugay y Sengul (2004); se obtuvo una excelente homogeneizacién en la leche como resultado
de la reduccidon del tamario de los gldbulos grasos, con la mayor potencia de ultrasonido (20 kHz)
utilizada y un largo tiempo de tratamiento (10 min). El tratamiento ultrasénico mas la temperatura
de 60 °C redujo el tamafio del glébulo graso a 1 mm. Grandes cambios en el tamafio de particula
son suficientes para modificar la reflexion de la luz (Owens et al., 2001). El tamafio de los glébulos

de grasa, la distribucién de las proteinas de la leche y la reaccién de Maillard son responsables del
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color de la leche. El blanqueo en la leche puede ocurrir debido a la desnaturalizacién y la coagulacién
de la proteina soluble en la leche, aumentando las particulas opacas (Mehta 1980); Todas estas

razones pueden explicar los cambios en el color de la leche antes y después de la sonicacién.

3.2.7 pH

Se sabe que el pH es uno de los parametros que afecta sobre todo las propiedades texturales
del queso, debido a su efecto sobre la red de proteinas. Un pH cercano al punto isoeléctrico provoca
fuertes fuerzas idnicas e hidréfobas, que resultan en una red de caseina compacta tipica de los
qguesos duros, mientras que en el caso de un pH mas alto las caseinas presentan una carga negativa,
lo que genera repulsién entre los agregados proteicos, generdndose un queso con mayor humedad,

mas elastico y menos compacto (Watkinson et al., 2001; Lu et al., 2008).

La Tabla 29 contiene los valores de pH en quesos LTLT y elaborados por tratamientos de TS
durante su almacenamiento. Los valores de pH muestran variaciones menores entre tratamientos y
durante el tiempo de almacenamiento que de acuerdo al ANOVA realizado no se consideran
diferentes (P<0.05). Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas (2009), reportan cambios menores en
los valores pH en leche tratada con TS (24 kHz, 400W) con respecto a leche tratada sélo

térmicamente. La disminucién del pH podria deberse a la accidn enzimatica promovida por la

cavitacion que produce la hidrélisis de ésteres (Walstra et al., 2006).

Tabla 28. Valores de pH en quesos LTLT y elaborados con leche TS durante su almacenamiento

# Razén °C tuUs Almacenamiento (Dia)
Tratamiento P/G (s) 1 7 14
Control* 6.38+0.02"% 6.46+0.10"° 6.36+0.08"
1 2.93+0.41 60 120 6.37+0.10" 6.30+0.09%° 6.33+0.20%
2 3.70+052 50 120 6.40+0.01* 6.50+0.09%° 6.49+0.01%
3 3.70+0.52 50 144 6.35+0.11% 6.26+0.09%° 6.29+0.19%

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mintsculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente

diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran el valor de pH * desviacién estdndar (n=3)
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* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicion de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 min

3.2.8 Acidez titulable

La Tabla 30 muestra los valores de AT en quesos elaborados con leche LTLT y leche tratada
por TS durante su almacenamiento refrigerado. De igual manera que en la evaluacién del pH, no
presentaron variaciones significativas (P<0.05) entre los tratamientos aplicados y el tiempo de
almacenamiento. La acidez en el queso es un factor que no sélo tiene incidencia sobre el sabor, sino
también directamente en los cambios que experimenta la red de proteina (cuajada) del queso,
teniendo ésta una correlacidon directa en los fendmenos de sinéresis (a mayor acidez, mayor

sinéresis) y textura final (Phino et al., 2004).

Tabla 29. Valores de AT en quesos LTLT y elaborados con leche TS durante su almacenamiento

# Razén °C  tUS Almacenamiento (Dia)
Tratamiento P/G (s) 1 7 14
Control* 0.07+0.00"*  0.07+0.00** 0.08+0.01%2
1 2.93+0.41 60 120 0.08+0.01** 0.09+0.02”*° 0.09+0.02%
2 3.70+0.52 50 120 0.07+0.00"* 0.08+0.01*° 0.07+0.00%
3 3.70+0.52 50 144 0.08+0.01"* 0.10+0.02*° 0.09+0.03%

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras mindsculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran el %acido lactico * desviacion estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicion de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

Se sabe que durante el periodo de almacenamiento de quesos, la capacidad buffer y por lo
tanto la AT, aumentaran con el nivel de protedlisis, por lo que la concentracién de acido lactico
disminuira por su catabolismo durante ese periodo, pero la AT incrementara con el nivel de péptidos
solubles (Fox et al., 2000). Un posible aumento en los valores de acidez, puede atribuirse también
a la lipdlisis, debido a la accién enzimatica sobre los triglicéridos (Walstra et al., 2006), que se
potencia mediante ultrasonidos y la liberacién de acidos grasos libres al medio. Ademas podria
deberse a la formacién de nitrito, perdxido de hidrégeno y nitrato en la leche después de la
sonicacién. Algunos estudios han demostrado la formacién de estos productos en medios acuosos
a diferentes frecuencias e intensidades de ultrasonidos (Supeno, 2000). Sin embargo en este trabajo

no se observé incremento significativo de la AT en queso con el tiempo de refrigeracién.

3.2.9 Sinéresis
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En el andlisis del grado de sinéresis es importante recordar que no se trata de expulsién de
agua, sino de lactosuero, que es una solucién acuosa. De tal modo que al estudiar la sinéresis del
queso, no hay que perder de vista la composicion del liquido que estd siendo expulsado. La Tabla 31
muestra el porcentaje de suero expelido en quesos en los diferentes tratamientos de TS al dia 14 de

almacenamiento, la composicidn de dichos sueros se presenta en la Tabla 32.

La principal causa de la sinéresis es el rearreglo de la red proteica continua que forman las
micelas de paracaseina. El proceso se inicia cuando, después que la accion del cuajo ha generado la
firmeza adecuada en el gel, éste se corta, creando asi superficie libre a través de la cual puede ocurrir
la expulsiéon de liquido (Inda, 2000). Durante el proceso de sinéresis, la capa externa de los
fragmentos de cuajada es la que se contrae mas, dado que la expulsién de lactosuero tiene lugar
justamente en la superficie de la cuajada. Por consiguiente, esta capa externa tiene mayor
concentracién de sélidos y menor permeabilidad al flujo de lactosuero. Entonces, a medida que
transcurre la sinéresis, su velocidad es cada vez menor. Este mecanismo puede ser explotado
cuando se quiere tener poca sinéresis, ya que cualquier condicién que genere sinéresis inicial muy
rapida también causa la formacidn rapida de una capa de permeabilidad muy baja, que disminuye

considerablemente la sinéresis subsiguiente (Walstra, 1993).

Se puede observar que el porcentaje de sinéresis no presenta diferencia significativa (P<0.5)
entre quesos elaborados con leche TS, pero si es evidente que cuentan con mayor porcentaje de
sinéresis con respecto al queso elaborado con leche sélo pasteurizada. Esto debido principalmente
a que los quesos tratados con leche TS presentaron mayor contenido de humedad inicial, lo que

generd un aumento en el grado de sinéresis.

Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas (2010), trabajaron con queso fresco tratado con
ultrasonido (400 W, 24 kHz, 120 um) a niveles bajo y medio (63 °C /10 min, 72 °C /15, 72 °C /1 min)
mostrando el grado mas alto de sinéresis durante el almacenamiento. El tiempo de sonicacion no
fue suficiente para homogeneizar las moléculas de proteina con la matriz de grasa y permitir
mantener los 2 juntos. El queso procesado sometido Unicamente a tratamiento térmico mostré un
grado menor de sinéresis. Sin embargo, el mejor tratamiento para la fabricacién de queso vy la
sinéresis minima fue a 63 °C/30 min/U.S., no mostrando ninguna formaciéon de suero al final del
almacenamiento. La sonicacién usada por periodos mas largos de tiempo tiene la capacidad de

incorporar el suero en la matriz de grasa-proteina del queso. Esto se debe al perfecto efecto de
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homogeneizacidn que las ondas sonoras tienen sobre los gldbulos de grasa, las moléculas de caseina

y otros componentes de la leche (Bermudez-Aguirre y otros 2008).

Tabla 30. Porcentaje de suero expelido durante el almacenamiento de quesos LTLT y elaborados
con leche TS

# Razén °C tUS (s) % Suero
Tratamiento P/G expelido
Control* 16.81+0.114
1 2.93+0.41 50 120 19.20+1.538
2 3.70+0.52 50 144 20.83+0.298
3 3.70+0.52 60 120 19.05+1.538

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las medias que no comparten las mismas letras
son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran el %suero expelido + desviacién estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicién de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

Tabla 31. Composicion de suero de quesos elaborados con leche TS durante el almacenamiento

Dia de almacenamiento
tuUs 0 7 14

Tratamiento
# Razén P/G °C

Componente

Humedad (%) Control* 93.02+0.34"* 81.43+2.58"° 79.23+2.39”°
1 2.93+0.41 50 120 91.87+0.24% 81.98+1.21*° 80.52+1.75*°

2 3.70+£0.52 50 144 91.79+0.22% 82.64+0.94"® 80.75+2.14"°

3 3.70+0.52 60 120 92.09+0.35% 82.45+1.13”° 81.33+1.23%*°

Grasa (%) Control* 0.46+0.13*  0.00+0.00"°  0.03+0.05%°
1 2.93+0.41 50 120 0.39+0.07%® 0.00+0.00**  0.03+0.05"°

2 3.70+0.52 50 144 0.39+0.08*® 0.00+0.00**  0.04+0.05*°

3 3.70+0.52 60 120 0.39+0.05% 0.00+0.00**  0.01+0.02**

SNF (%) Control* 6.53+0.25%  18.57+2.58*° 20.69+2.48*°

1 2.93+0.41 50 120 7.74+0.19%%  18.02+1.21%° 19.45+1.70%*°

2 3.70+0.52 50 144 7.83+0.17%%  17.51+0.96"° 19.21+2.10*°

3 3.70+0.52 60 120 7.52+0.3182 17.55+1.13*" 18.66+1.23%°

Proteina (%) Control* 3.1240.12%%  8.86+1.28""  9.88+1.19*"
1 2.93+0.41 50 120 3.69+0.108? 8.60+0.58**  9.28+0.81"°

2 3.70%0.52 50 144  3.7440.09%*  8.30+0.61**  9.16+1.00"°

3 3.70+0.52 60 120 3.59+0.1582 8.37+0.57**  8.90+0.58""

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las letras minusculas comparan medias por fila;
las medias que no comparten las mismas letras (evaluando por separado columnas de filas) son significativamente
diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran componente * desviacion estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicion de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

Se puede observar que el lactosuero del queso control (3 g grasa/100 g leche, LTLT) tiene

un contenido graso mayor a los obtenidos de quesos elaborados con leche TS. Caso contrario lo es

78



para los sélidos no grasos. Esto evidentemente a la estandarizacion previa a la elaboracion de
quesos, donde se redujo el contenido graso y la adicién de WPC a leches que serian tratadas por TS.
Ademas se puede observar que aun cuando hay un incremento de la proteina en los quesos, los
valores de proteina en el lactosuero son menores que los que se observaron en el queso LTLT, esto

a lo largo del almacenamiento.

3.2.10 Proteina

La Tabla 33 muestra el porcentaje de proteina de los quesos elaborados con leche LTLT y los
elaborados con leche TS al dia 14 de elaboracidn. La accién de reducir el contenido de grasa en leche
de queseria, haberla sustituido con WPC y tratarla por medio de TS, hizo que el contenido de
proteina en quesos reducidos y bajos en grasa tuvieran diferencia significativa (P<0.05) con respecto

al queso de contenido normal de grasa, en cuanto al contenido de proteina.

Tabla 32. Contenido de proteina en quesos LTLT y elaborados con leche TS

# Razén °C tuUs (s) %Proteina
Tratamiento P/G
Control* 15.91+1.144
1 2.93+0.41 60 120 22.04+0.35¢
2 3.70+0.52 50 120 20.31+1.358¢
3 3.70+0.52 50 144 19.12+0.06"

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las medias que no comparten las mismas letras
son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2Los resultados muestran el % Proteina * desviacion estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicion de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

De acuerdo al ANOVA realizado, los quesos elaborados con leche adicionada con WPC y
tratada por TS mostraron mayor contenido de proteina. Se hubiera esperado que los quesos
elaborados con leche con razén P/G 3.70+0.52 (tratamientos 2 y 3) presentaran mayor contenido
de proteina, debido a una mayor adicion de WPC, pero no fue asi, el queso elaborado a partir de
leche con razén P/G 2.93+0.41 (tratamiento 1), fue el que presentd mayor cantidad de proteina con

respecto al queso control.

Las proteinas de suero tienen una alta capacidad para absorber agua. Este conlleva a un
incremento en el rendimiento quesero porque la sinéresis se ve obstruida durante la elaboracion
de queso. Sin embargo, la adicién excesiva de proteinas de suero puede interferir con la formacién

de la cuajada y afectar negativamente a la calidad del queso (Guinne et al., 1998).
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3.2.11 Grasa

La Tabla 34 muestra el contenido de grasa en los quesos a los diferentes tratamientos de
TS. El estandarizar la leche antes de realizar los quesos, involucré una diferencia significativa
(P<0.05) en el contenido final de grasa en los quesos elaborados con leche TS con respecto al queso

total en grasa solo pasteurizado.

Tabla 33. Contenido de grasa en quesos LTLT y elaborados con leche TS

# Razén °C tUS (s) % Grasa
Tratamiento P/G (Queso)
Control* 15.22+0.73%
1 2.93+20.41 60 120 7.61+1.08%
2 3.70+0.52 50 120 5.56+0.77¢
3 3.70+0.52 50 144 5.22+0.25°¢

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las medias que no comparten las mismas letras
son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2Los resultados muestran el % Grasa + desviacidn estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicion de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

Un estudio de quesos con distribucion en la Republica Mexicana muestra que quesos tipo
Panela reducidos en grasa indican en sus etiquetas un contenido de grasa que va del 11 al 18%, y
quesos tipo Panela sin reduccidn de grasa sefialan que contienen del 15 al 28% de grasa (PROFECO,
2007). Los valores de grasa de los quesos elaborados con leche tratada por TS estan muy por debajo
del 11% de quesos comerciales, lo que los posiciona en la categoria de quesos sin grasa de acuerdo

con la NMX-F-713-COFOCALEC-2005.

3.2.12 Cenizas

Los resultados de cenizas nos permiten identificar los residuos inorganicos después de
calcinar la materia orgdnica. La Tabla 35 muestra el contenido de cenizas en los quesos elaborados.
De acuerdo al andlisis estadistico realizado, no existe diferencia significativa (P<0.05) entre quesos
LTLT y los tratados por TS con respecto al contenido de cenizas. Esto es claro, debido a que los
diferentes tipos de leche con los que se prepararon los quesos no diferian estadisticamente en el
contenido de cenizas. De igual forma, el rendimiento en verde se considerd semejante, por lo tanto

el contenido de NaCl agregado a los quesos fue semejante.

Tabla 34. Contenido de cenizas en quesos LTLT y elaborados con leche TS
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# Razon °C TUS % Cenizas

Tratamiento P/G (s)
Control* 3.67+0.35*
1 2.93+0.41 60 120 3.56+0.13*
2 3.70+0.52 50 120 3.88+0.36"
3 3.70+0.52 50 144 3.83+0.20*

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las medias que no comparten las mismas letras
son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2Los resultados muestran el % Cenizas + desviacidn estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicién de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos

3.2.13 Cloruros

La sal ademas de tener un papel en el sabor y conservacién del queso, en altas
concentraciones disminuye la actividad enzimdtica proteolitica, aumentando la salida del agua
presente en la red proteica de la cuajada (sinéresis), trayendo como consecuencia, una menor

humedad y mayor dureza en el queso (Phino et al., 2004; Guo et al., 2012).

La Tabla 36 muestra los contenidos de cloruro de sodio al dia 14 de refrigeracién en los
guesos elaborados. Se puede observar que el queso control posee el menor contenido de cloruros,
por su parte los quesos elaborados con leche a razén P/G 3.7040.52 (tratamientos 2 y 3) no difieren
entre ellos en el contenido de NaCl, y el queso elaborado con leche a razén P/G 2.93+0.41

(tratamiento 1) posee un valor intermedio.

Tabla 35. Contenido de cloruro de sodio en quesos LTLT y elaborados con leche TS

#Tratamiento RazénP/G  °C tUS (s) %NaCl
Control* 1.37+0.06*
1 2.93+0.41 60 120 1.89+0.208
2 3.70+£0.52 50 120 2.37+0.03¢
3 3.70+£0.52 50 144 2.68+0.03¢

1 Los superindices con letras mayusculas comparan medias por columna, las medias que no comparten las mismas letras
son significativamente diferentes (Tukey P<0.05).

2 Los resultados muestran el %Cloruro de sodio * desviacion estandar (n=3)

* Tratamiento control leche 3 g grasa/100 g de leche sin adicién de WPC, tratamiento térmico de 63°C 30 minutos
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos, se estima que condiciones selectas de tratamiento de
TS (120 y 144 s a 50°C; 120 s, 60°C, 400 W tedricos, 24 KHz) de leche baja en grasa (1, 1.5%) para
qgueseria adicionada con WPC 80 constituyen una alternativa viable de pretratamiento para
elaboracion de quesos reducidos en grasa que exhiben caracteristicas fisicoquimicas, tecnoldgicas y
texturales similares a las de un queso con un contenido regular de grasa elaborado con leche

pasteurizada.

En este sentido, mediante la evaluacién de parametros fisicoquimicos (pH, AT, color) y
propiedades funcionales (CRA y FG) en mezclas de leche reducida en grasa adicionada con WPC 80,
se hizo evidente la modificaciéon de la matriz lactea como consecuencia de la TS. El proceso de TS
generd cambios notables en las propiedades fisicoquimicas especificas de mezclas de leche reducida
en grasa con WPC 80 en relacidn a leche LTLT, los cuales mejoraron variables selectas empleadas

como predictores de la habilidad de leche para elaborar queso tipo panela, incluyendo CRA y FG.

Asimismo, la incorporacién de WPC a leche reducidas en grasa tratadas por TS, contribuyd
al aumento de los contenidos de humedad y proteina a partir de esas materias primas. A pesar de
que la reduccién en el contenido graso de la leche generalmente involucra una disminucion de la
cantidad de queso obtenido, se obtuvieron valores de rendimientos semejantes a los del queso
control. Ademads, los quesos elaborados con leche TS fueron tan blandos y luminosos como su

contraparte elaborada sélo con leche pasteurizada.

Desde el punto de vista composicional, todos los procesos de TS constituyeron una
alternativa valida para elaborar quesos tipo panela, dado que cumplian con los requisitos indicados
en la Norma Mexicana correspondiente. Fisicoquimicamente, el principal cambio significativo
detectados fue la disminucién de la dureza instrumental. Estos cambios positivos crean una
oportunidad para desarrollar quesos con una estructura suave y una cantidad de proteina por
encima de valores convencionales, lo cual puede ser sensorial y nutrimentalmente atractivo. Por
otra parte, los pardmetros fisicoquimicos como pH, acidez titulable y color obtenidos en quesos

elaborados con leche TS no mostraron diferencia significativa con respecto a los quesos control.

Como trabajo a desarrollarse en proyectos futuros se realizan las siguientes

recomendaciones emanadas de los resultados presentados.
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Se sugiere explorar cambios microestructurales en leche y queso, en particular estudios de
tamarnio de gldbulo graso, superficie especifica y aumento de carga proteica (proteina asociada a
membranas de glébulos formados por la homogeneizacion de la leche) para correlacionarlos con
los cambios funcionales detectados en las diferentes mezclas leche y WPC 80.

Es necesario llevar a cabo estudios para determinar si hay generacidn de compuestos
deteriorativos asociados a la sonicacion de leche y su posible efecto sobre la vida util y/o la
aceptablidad de los productos lacteos fabricados con ésta o si existe migracién del material de la
sonda de sonicacién a la leche.

Se sugiere llevar a cabo andlisis sensoriales de los productos desarrollados para determinar las
preferencias de los consumidores en relacidon con las caracteristicas finales del queso Panela
elaborado con leche TS.

Asimismo, al fin de complementar este trabajo, se recomienda realizar pruebas especificas para
evaluar la protedlisis en los quesos elaborados con leche TS, asi como estudios de microscopia
electrénica que permitan visualizar la estructura formada por la aplicacion de TS en leche para
comprender mejor las modificaciones observadas y su potencial de aplicacién en productos

lacteos derivados.
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