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RESUMEN

La termosonicacion (TS) consiste en la aplicacién de ondas de sonido de baja frecuencia (20-
100 kHz) en conjunto con un tratamiento térmico de baja intensidad, en este caso se
combina su efecto con una pasteurizacién convencional (63°C, 30 min, LTLT). El uso de esta
tecnologia ha reportado cambios en la estructura de leche que pueden favorecer las
caracteristicas de algunos derivados lacteos. En este trabajo se estudid la influencia de
procesos de pasteurizaciéon LTLT con y sin asistencia de ultrasonido de alta intensidad en
leche de queseria empleada para la elaboracién de queso Chihuahua, un queso tipo Cheddar
elaborado en México, y se compararon los cambios existentes durante su elaboracién y a lo
largo del periodo de maduracién. En una primera etapa se estudiaron distintas condiciones
de TS de acuerdo a un disefio factorial 2° (amplitud: 50 y 100%, tiempo: 2 y 6 min) y se
evaluo su capacidad tecnoldgica para elaborar quesos, analizando la presencia de posibles
cambios en estructura, composicion y sabor de leche tratada. Posteriormente, de acuerdo a
los resultados se eligieron dos condiciones de TS que generaran caracteristicas funcionales y
sensoriales deseadas en leche y con ellas se elaboraron quesos Chihuahua de acuerdo a un
procedimiento estandar. Los tratamientos de TS a 50% y 6 min, y 100% y 4 min fueron
seleccionados y se observé que los quesos elaborados presentaban incrementos de casi el
doble en los tiempos de cocimiento y cheddarizacion requeridos en comparacion con un
queso LTLT. Los quesos TS presentaron un mayor rendimiento (1.22%), humedad vy
luminosidad y menor firmeza y pH que los quesos LTLT. Ademas la capacidad de fundido de
los quesos TS fue menor que la del control y su nivel de protedlisis se vio ligeramente
acelerado durante el periodo de estudio. Aunque las condiciones de TS empleadas
permitieron incrementar el rendimiento y acelerar la obtencién de algunas caracteristicas
funcionales esperadas al final de la maduracién es indispensable estudiar la tasa de adicidn
de cultivos mas apropiada para el producto obtenido, con la finalidad de lograr un mejor

control sobre el nivel de acidez final y asi mejorar la aceptabilidad sensorial.



INTRODUCCION

La industria de elaboracion de quesos es considerada parte importante del sector lacteo y se
encuentra en constante crecimiento (OECD & FAO, 2011). Entre el 2005 y 2011 la produccién de
guesos presentd una tasa de crecimiento promedio del 5.7% en México (Secretaria de Economia,
2012) y se ha mantenido con una producciéon constante en los Ultimos 3 afios (United States
Department of Agriculture, 2014); este incremento en la producciéon se encuentra asociado con
modificaciones en las preferencias de algunos segmentos de la poblacién aumentando el consumo de
productos lacteos de mayor valor en comparacién con el consumo de leches liquidas. Los quesos mas
producidos en México son el queso crema (18% participacion en la produccion), chihuahua (17%),

queso fresco (15%) y panela (11%) (SAGARPA, 2014).

El rendimiento quesero representa un factor determinante de la rentabilidad y el éxito econdmico de
esta industria; por lo general el rendimiento promedio para un queso es del 10% por lo que cualquier
cambio, por minimo que sea, impacta de manera importante las utilidades de la empresa. Por esta
razon, es importante desarrollar equipos y métodos de pretratamiento de leche para queseria que
permitan mejorar la eficiencia del proceso de fabricacién generando menores costos y tiempos en
cada una de las etapas de elaboracién, permitiendo aumentar la producciéon y manteniendo la

calidad del producto.

Existen diferentes tipos de pretratamientos reportados que tienen como objetivo modificar las
propiedades funcionales y sensoriales selectas de la leche que pueden ser aprovechadas para mejorar
las caracteristicas de los productos lacteos; dentro de los mas notables se encuentran
procesamientos con alta presion (estatica y dinamica), ultrasonido (US), campos eléctricos pulsados,
microondas, separaciéon por membrana (ultrafiltracion, microfiltracién, nanofiltracion, ésmosis
inversa), entre otros (Kelly et al., 2008). En el caso de los quesos madurados existen propuestas
tecnoldgicas para acelerar la maduracién, entre ellas se incluyen el aumento de la temperatura en las
camaras de maduracién; adicion de enzimas exdgenas hidroliticas, libres o encapsuladas, como
proteinasas, peptidasas, lipasas y esterasas y cultivos lacticos genéticamente modificados (Fuquay et
al., 2011). Gran parte de las tecnologias antes mencionadas pertenecen al grupo de tratamientos no

térmicos; éstas comenzaron a ser exploradas como tratamientos que pudieran sustituir a la



pasteurizacion térmica, evitando la degradacion de algunos componentes de leche por efecto del
calor. Sin embargo, en la mayoria de los casos aun no logran reportar una completa verificacion de la
inactivacion microbiana y/o identificar al patégeno mas resistente, o bien carecen de datos
complementarios (inactivacion enzimatica, indicadores de tratamiento, etc.) que permitan asegurar la
inocuidad del alimento y faciliten su implementacion industrial (NACMFC, 2006; Kentish & Feng,
2014). Otras desventajas incluyen su alto costo de adquisicién y mantenimiento por lo que varias de

ellas se emplean actualmente para generar productos para mercados nicho.

A pesar de que estas tecnologias no han logrado sustituir a los tratamientos térmicos, la mayoria
reporta cambios que representan un drea de oportunidad para la industria; por esta razdn se propone
el uso de tecnologias mixtas que permitan aprovechar la seguridad microbiolégica que brindan los
tratamientos térmicos y los cambios en caracteristicas funcionales que pueden producir sus
contrapartes no térmicas. En este trabajo se estudié la aplicacidon de una tecnologia mixta conocida
como termosonicacién (TS) que incluye un tratamiento térmico (pasteurizacién) en conjunto con US
de alta intensidad que permita asegurar la inocuidad del producto y al mismo tiempo posibilite
obtener beneficios tecnoldgicos y funcionales. En leche, se ha reportado que la TS afecta
macrocomponentes (reduccién de tamafio de gldbulo graso, desnaturalizacién parcial de proteinas)
gue a su vez producen modificaciones en propiedades funcionales de diversos productos elaborados
con ella. En este trabajo se procesé leche de queseria por TS y fue posteriormente empleada para la
elaboracion de queso Chihuahua, un queso tipo Cheddar (madurado, semiduro, sometido a
cheddarizacion durante su manufactura) elaborado en México, y se compararon los cambios en

elaboracidon y maduracidn con respecto a aquellos fabricados con leche pasteurizada.



HIPOTESIS

El tratamiento de TS permitird incrementar el rendimiento de queso Chihuahua y el producto
resultante contard con caracteristicas funcionales y sensoriales similares o mejoradas a las obtenidas

empleando leche pasteurizada.
OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo General:

Comparar la influencia de procesos de pasteurizacidn de leche con y sin asistencia de ultrasonido de
alta intensidad sobre parametros de elaboracién, rendimiento y caracteristicas funcionales y

sensoriales desarrolladas durante la maduraciéon de quesos Chihuahua.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la capacidad de retencion de agua, tamafio de particula de gldbulos grasos, y pH
en leche tratada por pasteurizacion térmica, con y sin asistencia de ultrasonido de alta intensidad
a diferentes amplitudes de onda y tiempos de sonicacidn para seleccionar los pardmetros de TS

mas apropiados para pruebas posteriores.

2. Determinar parametros del proceso de elaboracion de quesos Chihuahua (tiempo de corte de
cuajada, evolucion de pH, pérdida de sélidos finos, composicion de suero, rendimiento)

elaborados con leche pasteurizada térmicamente, con y sin asistencia de US de alta intensidad.

3. Comparar las caracteristicas de quesos Chihuahua elaborados con leche pasteurizada
térmicamente y tratamientos selectos de TS al dia 1 de elaboraciéon y durante 9 semanas de

maduracidn, a tiempos predeterminados de muestreo.

4. Comparar las caracteristicas sensoriales (textura y sabor) de quesos Chihuahua elaborados

con leche TS y pasteurizada térmicamente a las 6 semanas de maduracion.



I MARCO TEORICO

1.1 COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE

Por definicidn, la leche es el liquido que se segrega en las glandulas mamarias de hembras sanas,
poco después del calostro, cuando nace la cria; es un liquido de composicidon compleja y variable
segln la especie de la que provenga debido a que los requerimientos nutricionales de cada mamifero

difieren considerablemente (McSweeney, 2007).

Desde un punto de vista fisicoquimico, la leche es una suspensién coloidal que contiene lactosa, sales
organicas e inorgdnicas, acidos grasos libres solubles, vitaminas, aminodcidos y otros componentes
disueltos en agua, mientras que sus glébulos de grasa y micelas de CN se encuentran como agregados
coloidales (Fuquay et al., 2011). La proporcion en la que se encuentren estos componentes puede
variar debido a factores como son: especie, raza, fase de lactancia, alimentacion, clima, entre otros.
En la Tabla 1 y 2 se muestra la composicidon aproximada de leche bovina, la de mayor relevancia

comercial; a partir de este punto, cada vez que se haga mencién de leche, se referira a la bovina.

Los principales componentes de la leche y algunas de sus caracteristicas relevantes se describen a

continuacion:

e Llactosa: Es el carbohidrato mayoritario de la leche; se trata de un disacdrido reductor
formado por la unién de una molécula de D-glucosa y una de D-galactosa mediante un enlace
B-1, 4-glicosidico. Debido a la existencia de un carbono asimétrico en su molécula tiene
capacidad de mutarrotacién generando sus anémeros a y B (Romero del Castillo & Mestres-
Larriga, 2004). Es la principal fuente de energia para la mayor parte de las bacterias que se
desarrollan en leche, puede separarse de la misma por cristalizacién y es la base para la

produccion microbiana de acido lactico.



Tabla 1. Composicién aproximada de leche bovina.

RANGO
COMPONENTES
(s/100g)
Agua 85.3-88.7
Sélidos no grasos 7.9-10
Grasa sobre extracto seco 22-38
Lactosa 3.8-5.3
Grasa 2.5-55
Proteina 2.3-4.4
Caseina 1.7-3.5
Sustancias minerales 0.57-0.83

Modificada de Walstra et al. (2006).

Grasa butirica: Se constituye fundamentalmente por triglicéridos (98%) que forman una
mezcla compleja; sus acidos grasos presentan grandes diferencias en la longitud de la cadena
(desde 2 hasta 20 atomos de carbono) y en su grado de saturacion (de 0 a 4 dobles enlaces)
por lo que contribuyen directamente en caracteristicas como hidrofobicidad, densidad y
puntos de fusién de la grasa. También contiene pequefias cantidades de otros lipidos como:
fosfolipidos (0.8%), colesterol (0.3%), acidos grasos libres (0.1%), diglicéridos (0.3%),
carotenoides y vitaminas liposolubles. Debido a su naturaleza insoluble en agua la grasa de la
leche se encuentra en forma de pequefios gldbulos grasos (GGs) con didmetros que varian
entre 0.1-15 pm conteniendo aproximadamente mas de 10 gldbulos por mililitro (Fox &
McSweeney, 2006). Cada uno de los GGs esta rodeado por una capa superficial que impide la
coalescencia de los mismos y les da estabilidad, la cual se conoce como membrana de glébulo
(MGG) y esta constituida por fosfolipidos, glicoproteinas y enzimas principalmente (Walstra et

al., 2006).



e Proteinas: La leche contiene mas de 100 diferentes proteinas, las cuales se clasifican en

caseinas (75-80%) y proteinas séricas (20%) (McSweeney & Fox, 2013):

Caseinas. Las caseinas (CNs) son un grupo de fosfoproteinas que se caracterizan por ser
termorresistentes, hidrofdbicas y carecer de estructuras secundarias y terciarias bien
definidas debido a la presencia de residuos de prolina y otros grupos radicales
voluminosos en su secuencia de aminoacidos. Las CNs en la leche se encuentran en
forma de grandes agregados conocidos como micelas de CN. Estas micelas se constituyen
por fracciones especificas de proteinas denominadas CN o, o, B, Y K y existen en
proporciones de aproximadamente 4:1:4:1 en peso (Liu & Guo, 2008). Se han propuestos
varios modelos acerca de la estructura de las micelas de CN siendo el mds reciente el
modelo nanoclusters de Holt, en el cual la micela de CN es considerada una matriz
homogénea de CN en la cual nano agregados de fosfato de calcio coloidal (FCC) (tamafio
aproximado de 2 nm) se encuentran dispersos a distancias aproximadas de 18.6 nm. En la
micela las CN se asocian entre ellas a través interacciones hidrofébicas, enlaces de
hidrégeno, enlaces de iones, atracciones electrostaticas de Van der Waals, entre otras,
formando una malla polimérica de proteinas (de Kruif et al., 2012) donde a3, as; ¥ B son
altamente hidrofdbicas y susceptibles a la precipitacidon por calcio y se encuentran en el
interior de la micela mientras que la k-CN se localiza en la periferia dado que posee una
fraccion hidrofilica que sobresale de la misma limitando el proceso de asociacién de las
CN y cumpliendo una doble funcién de estabilizacidon por impedimento estérico y por su
actividad de superficie (Walstra et al., 2006). Existen alrededor de 1.14x10" micelas por
litro de leche con un radio promedio de 61 nm (de Kruif et al., 2012), su tamafio puede
verse afectado por la solubilizaciéon del FCC debido a variaciones en el pH del medio,
guelaciéon o presurizacion (Roach & Harte, 2008). Por ejemplo, en un rango de pH de 5.5-
12.0 la mayoria de los grupos carboxilicos son ionizados y la repulsién electrostatica
resultante entre estos grupos conduce a una estructura de la micela mas holgada e
incrementa el tamafio de la micela. Por el contrario, con la disminucién del pH por debajo
de 5.5, se promueven las interacciones hidrofébicas entre las moléculas lo que genera

una estructura mas compacta (Liu & Guo, 2008).



Proteinas de suero. Las proteinas de suero (PS) incluyen a la B-lactoglobulina (B-LG), que
representa el 50% de las proteinas de suero, a-lactoalbimina (a-LA), albimina de suero e
inmunoglobulinas. Ademdas contiene diversas enzimas, primordialmente hidrolasas,
fosfatasas y oxidasas. A diferencia de las CN, las proteinas 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
(Ashokkumar et al., 2009) lo cual induce su agregacidon a través de interacciones
hidrofébicas y la formacion de enlaces disulfuro, como es el caso de la formacién del

complejo BLG-KCN.

Minerales y vitaminas: Los principales minerales presentes en la leche incluyen K*, Na*, Ca®*y
Mg lo cuales pueden encontrarse en forma soluble idnica, soluble no ionizada formando
sales con citratos, fosfatos y cloruros y en forma coloidal (no solubles unidos a la micela de
CN) en un equilibrio dindmico que impacta sobre propiedades de la leche como son:
propiedades coligativas (presién osmética , descenso del punto cridscépico, entre otros) las
cuales se encuentran relacionadas principalmente con sales en solucién (K*, Na*, CI);
capacidad amortiguadora de la leche caracterizada por la presencia de citratos en leche; y la
estabilidad de las micelas de CN de acuerdo a la solubilizacién del FCC (particulas de tamafio
nanométrico compuestas principalmente de fosfato de calcio y pequefias cantidades de Mg**,
citratos y Zn>* (McSweeney & Fox, 2009)). La distribucién de las sales entre la fase coloidal y
sérica dependera de condiciones tales como pH, temperatura, concentracion, entre otros. Por
ejemplo, aumentar la temperatura de la leche disminuye la solubilidad del fosfato de calcio
coloidal y disminuir el pH la incrementa. Por otra parte, la leche contiene la mayoria de las
vitaminas conocidas en diferentes proporciones. 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. Las vitaminas liposolubles (vitamina A, carotenos,
tocoferoles, entre otros) estan sujetas a variaciones importantes, pues su tasa depende de la
alimentaciéon del ganado. Algunas de estas vitaminas brindan caracteristicas fisicas
importantes a la leche, por ejemplo, los carotenos se encuentran distribuidos en los gldbulos
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).



Tabla 2. Especificaciones fisicoquimicas para leche cruda bovina.

PARAMETRO ESPECIFICACION

Densidad a 15°C g/mL 1.0295 minima

Grasa butirica g/L

Clase A >32
Clase B 31 minima
Clase C 30 minima

Proteinas totales g/L

Clase A >31
Clase B 30a30.9
Clase C 28a29.9
Caseina g/L 23 minima
Lactosa g/L 43350
Sdlidos no grasos g/L 83 minima

Punto Crioscépico °C Entre -0.515y -0.536

Modificado de PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2012.

1.2 PROPIEDADES FiSICAS Y FISICOQUIMICAS DE LA LECHE

Al ser una dispersidon coloidal compleja la leche se caracteriza porque sus propiedades fisicas y
fisicoquimicas dependen de su composicidn, algunos factores estructurales, su temperatura y las
condiciones del tratamiento al cual estd siendo sometida. A continuacion se describen de manera

general algunas de las propiedades mas importantes de este alimento.

e Densidad: La densidad a 20°C de la leche fresca entera es de aproximadamente 1030 kg/m? si
la materia grasa estd completamente liquida y puede variar entre 1027 y 1033 kg/m?; se eleva
cuando incrementa el contenido en extracto seco, pero disminuye conforme aumenta el

contenido en materia grasa.



Viscosidad: La viscosidad de la leche es baja, aproximadamente el doble de la del agua y se
comporta como un fluido Newtoniano a temperaturas por encima de los 40 °C y como un

fluido no Newtoniano a temperaturas menores y bajos esfuerzos de corte (McCarthy, 2002).

Propiedades coligativas: Los componentes de bajo peso molecular que se encuentran en
solucién contribuyen con el cambio en las propiedades coligativas de la leche; por ejemplo,
lactosa, cloruros y otros componentes (calcio, fosfatos, citratos, magnesio, lactato, etc.)
contribuyen con el 55, 25 y 20% respectivamente en el descenso del punto de congelacién. El
punto crioscépico de la leche se encuentra en un rango de -0.512 a -0.55°C (McCarthy, 2002)
y su presién osmotica alrededor de 7 bar. Su actividad de agua es elevada, alrededor de 0.993

por lo que resulta un sustrato ideal para el desarrollo de muchos microorganismos.

pH y acidez: El pH normal de la leche varia entre 6.6-6.8 con una media de 6.7 a 20°C y
disminuye conforme la temperatura aumenta (Walstra et al., 2006). Los cambios debido a la
temperatura y el pH generan cambios en la solubilidad de algunos de sus componentes
principalmente del FCC y las proteinas. La leche contiene muchos grupos acidos y alcalinos
gue generan una capacidad tampdn en un amplio rango de pH. Los principales componentes
de la leche relacionados con su capacidad buffer son: fosfato soluble, FCC, citratos,
bicarbonato y CNs. La determinacion de la acidez titulable se considera una medida de la
cantidad de acido lactico formado en la leche y es la capacidad buffer de la leche entre su
propio pH (6.6) y pH de 8.3 (punto final de la fenolftaleina); es util para controlar la
elaboracién de productos fermentados y en leche fresca se encuentra entre 0.14-0.16%

(McCarthy, 2002).

1.3 DEFINICION DE QUESO

El queso es uno de los alimentos derivados de la leche en el cual se concentran los nutrientes mas

importantes de la misma. Existe en un gran nimero de variedades por lo cual su propia definicidn

resulta un poco compleja. De acuerdo a la Norma General del CODEX (CODEX ALIMENTARIUS, 1978)

para el queso se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no

madurado, y que puede estar recubierto, obtenido mediante:
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(a) coagulacidn total o parcial de la proteina de la leche, leche descremada, leche parcialmente
descremada, nata, nata de suero o leche de mantequilla/manteca, o de cualquier
combinacion de estos materiales, por accion del cuajo u otros coagulantes idéneos, y por
escurrimiento parcial del suero que se desprende como consecuencia de dicha coagulacién,
respetando el principio de que la elaboracidon del queso resulta en una concentracidon de
proteina lactea (especialmente la porcién de CN) y que por consiguiente, el contenido de
proteina del queso debera ser evidentemente mas alto que el de la mezcla de los materiales

lacteos ya mencionados en base a la cual se elaboré el queso; y/o

(b) técnicas de elaboracién que comportan la coagulacion de la proteina de la leche y/o de
productos obtenidos de la leche que dan un producto final que posee las mismas

caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales.

1.4 TIPOS DE QUESO

Los quesos pueden presentar grandes diferencias en su composicion, métodos de elaboracion y
maduracién, por lo tanto existen alrededor de 1000 variedades de queso, de las cuales

aproximadamente 500 son reconocidas por la Federacién Internacional de Lacteos (FIL) (Fox, 2011).

Ademads de la gran variedad de quesos, las diferencias existentes dentro de cada variedad con
respecto a tamafio, forma, presentacién, recubrimiento, tipo de leche empleada, sistema de
fabricacion, etc., hace que su clasificacidn resulte compleja. Existen diferentes formas de clasificarlos,
de acuerdo a: el proceso de elaboracion; el tipo de maduracién; su dureza; los tipos de cultivos

iniciadores utilizados; la relacidn entre agua y proteina, entre otros.

En la Figura 1 se muestra un esquema de los diferentes tipos quesos (Fox, 2011). Esta clasificacion
divide los quesos de acuerdo al método utilizado para coagular la leche, que puede ser de tipo acido,
enzimatico, por calentamiento/acido y por concentracidn/cristalizacién. Este Gltimo es practicamente
una excepcion. A partir de este diagrama se puede observar que la mayor parte de los quesos

elaborados por coagulacién acida son quesos frescos, es decir, aquellos que estan listos para el
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consumo poco después de su fabricaciéon y que los quesos coagulados enzimaticamente son

madurados.

El queso madurado es aquel que después de su fabricacion debe mantenerse durante cierto tiempo a
una temperatura y en unas condiciones tales que se produzcan los cambios bioquimicos y fisicos
necesarios y caracteristicos del queso en cuestion (CODEX ALIMENTARIUS, 1978). Estos a su vez se
clasifican de acuerdo a la técnica de maduracion utilizada. Los quesos madurados internamente con
bacterias representan la familia mas diversa de quesos coagulados enzimaticamente (Fox et al.,
2000) y pueden subdividirse de acuerdo a si presentan formacion de ojos, alto contenido en sal,

textura de Pasta Filata y tomando en cuenta su contenido de humedad (extra duros, duros y

semiduros).

En este trabajo se elaborard queso Chihuahua, que es un queso tipo Cheddar producido
principalmente en la regién norte de México desde hace mdas de 80 afios (Tunick et al., 2008).
Atendiendo a la clasificacidon anterior este queso ese considera semiduro madurado internamente

con bacterias y coagulado enzimaticamente.

=> Calentamiento/Coagulacién acida
Ricotta

Concentracién/ Cristalizaciéon
Mysost

Coagulacién acida
Cottage
Crema

Quarg

Blanco ﬂ

Coagulacién enzimatica

| | l

Madurado con bacterias Superficie madurada

QUESO

Madurado con hongos

Brick
Havarti
Limburger
En la superficie Internamente Munster
Brie Roquefort Portdu Salut
Camembert Danablu Trappist
Carré delI'Est Gorgonzola Taleggio
Stilton Tilsit

Extrd duro Dura Sem|-dgro Queso con 0jos Variedades conalto Variedades
Grana Padano Cheddar Caerphilly 2 2
¢ Contenidodesal pasta-Filata
Parmesano Cheshire Mahon o
: ; Domiati Mozzarella
Asiago Graviera Monterey Jack Feta Kashkaval
Sbrinz Ras asnkava
Tipo Suizo Tipo Holandés Provolone
Emmental Edam
Gruyére Gouda
Maasdam

Figura 1. Clasificacion de las variedades de queso en funcién del método de elaboracion (Fox, 2011).
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1.5 PROCESO DE ELABORACION DE QUESO TIPO CHEDDAR

La fabricacién de todas las variedades de queso involucra generalmente el mismo protocolo pero con
diferencias en determinadas etapas que le dan identidad al tipo de queso en cuestion; para los
propdsitos de este proyecto, se describirdn a continuacion las etapas de elaboracion de quesos tipo

Cheddar (ver Figura 2).

En general, primero se prepara la leche para hacer constante su composicién (lo cual a su vez
incrementa la posibilidad de obtener productos de composicion constante) y garantizar su inocuidad
desde el punto de vista microbioldgico. Esta preparacion involucra respectivamente operaciones de
estandarizacién de la relacién proteina:grasa y pasteurizacion; los quesos también pueden elaborarse
de leche cruda lo cual permite un mayor desarrollo de componentes de sabor durante la maduracion.
Previo a la coagulacién se debe acidificar la leche para facilitar la formacidn del gel, cuando se utiliza
leche pasteurizada deben afadirse bacterias mesofilicas homofermentativas como son Lactococcus
lactis subsp. lactis and Lc. Lactis subsp. Cremoris, las cuales ademas de generar acido lactico liberan
un sistema complejo de enzimas que participan en la protedlisis desarrollada durante la maduracion.
Actualmente a los quesos tipo Cheddar se afiaden mezclas liofilizadas de bacterias mesdfilas y
termdfilas (Streptococcus thermophilus) ya que estas Ultimas permiten disminuir los niveles de
inoculacidn, ayudan a controlar la acidificacion durante el proceso y previene la formacién de fagos

(Fuquay et al., 2011).

Posteriormente se obtiene la cuajada, la coagulacién de la leche es un proceso que consta de dos
etapas. La primera etapa se realiza por accidon enzimatica donde la quimosina (renina) es la proteasa
encargada de desestabilizar las micelas de CN reduciendo su repulsién estérica por medio de la
hidrélisis de k-CN entre los aminodacidos fenilalanina-105 y metionina-106, liberando la seccidn
hidrofilica conocida como caseinomacropéptido. La segunda consiste en la agregacion parcial de las
micelas, promovida por el calcio soluble, y la formaciéon de un gel en el que quedan atrapados los
GGs, agua y algunos de los componentes en solucidon de la leche. La actividad coagulante de la
guimosina dependerd de la acidez, para estos quesos se realiza a un pH aproximado de 6.55 y a una
temperatura de 30°C. El tiempo desde que se agrega el coagulante hasta el corte de la cuajada se
considera como el tiempo de coagulacién y puede variar de acuerdo a la concentracion del cuajo, pH,

temperatura, contenido de calcio soluble entre otros (Walstra et al., 2006).
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En general la elaboracién de un queso es un proceso de deshidratacidn 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 agitacidon y el tiempo. La agitacion debe ser
cuidadosa para no tener pérdidas de grasa y proteina. El corte para el queso cheddar se realiza 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 serd débil y se crearan muchas particulas finas
qgue 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).

Dado que el queso tipo Cheddar es un queso con una humedad cercana al 40% la sinéresis debe ser
promovida con un cocimiento de la cuajada que se realiza elevando la temperatura hasta 39°C y
promoviendo la produccidn de acidez hasta alcanzar un pH entre 6.4 y 6.1 Al alcanzar este pH el
suero es retirado. Alrededor del 6% de la quimosina es retenida en la cuajada y esto va a depender
del pH de desuerado (Fuquay et al., 2011), de esto también dependerd el contenido mineral de la

cuajada (menos pH mas calcio soluble) lo que a su vez afectara la textura y humedad.

El siguiente paso del desuerado es la cheddarizacion, etapa en la cual la cuajada aln caliente se corta
en bloques, se voltea y se apila cada determinado tiempo. Este proceso tiene como caracteristicas:
incremento de la acidez y la disminucién del pH ya que el cultivo iniciador continda convirtiendo la
lactosa de la cuajada en acido lactico hasta alcanzar un pH aproximado para el queso Cheddar de 5.4-
5.3; promover la sinéresis de la cuajada debido a la disminucion del pH y a la presidn ejercida por el
peso de los bloques; hidratacidon de las estructura de las proteinas que incrementa conforme el pH
disminuye; fusidon y deformacion de la cuajada generando una estructura fibrosa caracteristica del

queso.

Al finalizar la cheddarizacion el queso se corta en cubos de 1.3 cm aproximadamente y se sala, el
tamafio de esta molienda interviene en el tiempo que tomara la difusion de la sal en los cubos de
cuajada. 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
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ultimo, el queso se prensa permitiendo la fusién de los granos de cuajada para formar una masa

compacta con la forma deseada, se empaca y comienza el proceso de maduracion.

( ™ e N e
. . . Adicion de cloruro
Precalentamiento Adicion de cultivo A
de calcio
\ Y, \
s ™ s Y s ™
Reposo y trabajo . I .
posoy ) Corte de cuajada Adicién de cuajo
de grano
\ \ \
s ™ s Y s ™
Desuerado Cheddarizacion Salado
\ \ \
s ™ s Y s ™
Maduracién Empacar al vacio Prensado
\ \ \

Figura 2. Diagrama general de la fabricacion de quesos tipo Cheddar. Modificada de Tunick et al.
(2008).

1.6 PROCESO DE MADURACION

La maduracién del queso incluye todos los cambios que se producen después de la fabricacion lo cual
involucra una serie de procesos microbianos, bioquimicos, quimicos y fisicos que producen
importantes cambios en la composicidn, estructura, sabor y textura del queso (Walstra et al., 2006).
El proceso de maduracién se rige principalmente por los siguientes microorganismos: coagulante
residual, enzimas endégenas de leche, bacterias del cultivo iniciador y sus enzimas, bacterias acido

lacticas no iniciadoras (NSLB) y sus enzimas (O’Mahony et al., 2005).
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Los procesos bioquimicos que ocurren durante la etapa de maduracién son:

e Fermentacion lactica. Consiste en la transformacién de la lactosa residual en acido lactico
por medio de las bacterias lacticas presentes en el queso. La formacién de acido lactico
tiene importancia fundamental en la conservacidn del queso inhibiendo el crecimiento de

microorganismos alterantes.

e Protedlisis. Es la degradacion de las proteinas en compuestos de menor peso molecular,
péptidos y aminoacidos, mediante enzimas especificas (proteasas) provenientes del
coagulante utilizado, algunas enddgenas de leche, del cultivo iniciador y de las NSLAB. Por
ejemplo, la quimosina residual se encarga de la protedlisis primaria e hidroliza
principalmente a a;,—CN en el enlace peptidico Phe23-Phe24 (O’'Mahony et al., 2005);
plasmina (enzima endégena de leche termorresistente) se encarga de hidrolizar a f-CN y
as5,—CN; y las enzimas de las bacterias lacticas se encargan de la hidrélisis de oligopéptidos
y péptidos a aminoacidos libres. Este proceso es el principal responsable de los cambios
en la textura del queso, como son: dureza, elasticidad, cohesién, fracturabilidad,
capacidad de estiramiento, entre otros. También contribuye con el desarrollo de
diferentes sabores a través de la liberacién de los aminodcidos y su catabolismo (Fox et

al., 2000).

e Lipdlisis. Es la transformacion de la grasa debida a la hidrdlisis de los triglicéridos en
acidos grasos y glicerol, monoglicéridos y diglicéridos por medio de lipasas. A partir de los
acidos grasos, se forman compuestos como aldehidos, cetonas, ésteres, alcoholes vy
metilcetonas responsables del gusto y del aroma. Las bacterias acido lacticas son
débilmente lipoliticas pues poseen lipasas/esterasas que liberan un bajo nivel de acidos
grasos en el periodo de maduracién (Fuquay et al., 2011); en quesos pasteurizados en los
cuales la lipasa lipoproteica (enzima enddgena de leche) ha sido desactivada por el
tratamiento térmico y en los que se utilizan sélo estos cultivos no existe un elevado grado

de lipdlisis.

e Transformacion del citrato. La mayor parte del citrato se elimina durante el desuerado;

sin embargo la pequeiia cantidad que permanece en la cuajada es metabolizada, en
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presencia de lactosa, por algunas bacterias lacticas homofermentativas como Lactococcus
lactis ssp. y por bacterias heterofermentativas del género Leuconostoc, produciendo
compuestos como acetato de diacetilo, acetona, 2,3 butanediol y 2-butanona, asi como
biéxido de carbono, responsable de la presencia de pequefios ojos en determinados
guesos (Romero del Castillo & Mestres-Larriga, 2004). El diacetilo es un compuesto muy
importante para contribuir en el sabor de quesos tipo holandés y tipo Cheddar (Fox et al.,

2000).

La actividad de los microorganismos responsables de la maduracién de los quesos estd regulada por
varios factores: humedad relativa, temperatura, velocidad del aire y la renovacién del mismo en la
camara de maduracidn; por ello es muy importante que las camaras, donde se lleve a cabo esta
etapa, estén bien disefiadas en cuanto a la capacidad de contener a los quesos y los sistemas de

control de las condiciones dentro de ellas (Romero del Castillo & Mestres-Larriga, 2004).

1.7 FUNDAMENTOS DE ULTRASONIDO

Definicion y clasificacion

El ultrasonido (US) consiste en la propagacidon de ondas sonoras, con frecuencias mayores a 20 kHz, a
través de un medio. Las particulas del medio responden a la propagacién de estas ondas vibrando y
generando zonas de alta y baja presidn, también conocidas como zonas de compresién y rarefaccion.
La magnitud de estas variaciones de presién depende de la amplitud de la onda y por lo tanto de la

cantidad de energia aplicada al sistema (Kentish & Ashokkumar, 2011).

Los procesadores ultrasdnicos son los equipos utilizados para la aplicacion de US, estos funcionan a
partir de transductores ultrasénicos encargados de convertir la energia eléctrica en energia mecanica
y viceversa, los cuales vibran a determinada frecuencia cuando se le aplica un voltaje (Kentish & Feng,
2014). A su vez, los transductores se unen a una superficie o sonda metalica que transmita las ondas
sonoras al fluido, de acuerdo a esto existen diversos tipos de equipo incluyendo bafios ultrasénicos,
equipos de sonda, reactores en los cuales se transmite la vibracion a partir de la copa y de una sonda

acoplada, y la celda de flujo.
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Los efectos y las aplicaciones del US dependeran de la configuracién de los pardmetros de proceso
ajustados para alcanzar el objetivo deseado. Los pardmetros de disefio que pueden ser elegidos por el
usuario dependeran primeramente de las caracteristicas del equipo que se utilizara pero
comunmente los que pueden ser modificados son: amplitud, frecuencia de la onda, tiempo de
exposicion, temperatura, presion y volumen que serd procesado (Salazar et al., 2012). También
existen otras variables que dependeran de las caracteristicas del material por el cual se propagara la

onda estas son la longitud de la onda y la velocidad de propagacion, entre otras.

Los resultados del proceso para una configuracién de pardmetros dada dependen principalmente de
la energia por unidad de volumen aplicada, conocida como coeficiente especifico de energiay para el
cual deberda conocerse la cantidad de energia transferida al proceso en el tiempo total de exposicién.

El coeficiente especifico de energia se evalla de la siguiente manera (Liu et al., 2014):
Pt
E, =— (Ec.1
» = (Ec1)

Siendo:

E, Coeficiente especifico de energia en W-s/mL
P Potenciaen W

tTiempoens

V Volumen tratado en mL

La intensidad acustica es la cantidad de energia disipada en el liquido por unidad de area de la
superficie irradiadora (Sutkar & Gogate, 2009). De acuerdo a su intensidad, el US puede clasificarse
en de baja intensidad y de alta intensidad, conocido también como US de potencia. El US de baja
intensidad utiliza frecuencias mas altas que 100kHz e intensidades por debajo de 1 W/cm? y es
utilizado como una técnica de andlisis y monitoreo de varios alimentos durante el procesamiento y
almacenamiento; por ejemplo, permite estudiar y caracterizar la matriz de quesos madurados
durante su maduracion (Nassar et al., 2010), esta técnica se considera una prueba no destructiva ya

gue las ondas ultrasénicas no causan dafios fisicos ni quimicos permanentes en el alimento.
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El US de alta intensidad comprende potencias mayores a 1 W/cm? y frecuencias entre 20 y 100 kHz.
Cuando es aplicado a un medio liquido ocurre el fendmeno conocido como cavitacién, el cual es el
responsable de generar los principales cambios que se le atribuyen al US de poder. La cavitacion
ocasionada por el US de alta intensidad tiene la capacidad de 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). A continuacién se describird el fendmeno de cavitacion y los efectos

relacionados con el mismo.

Cavitacion

En un liquido las ondas de US crean una presién acustica que depende del tiempo, frecuencia y
presion maxima de amplitud de onda. Esta ultima es directamente proporcional a la potencia de
entrada del transductor (Patist & Bates, 2008). A baja amplitud de onda la intensidad es menor y la
propagacion del US mueve oscilatoriamente los elementos del fluido mezclandolos; a esto se le
conoce como corrientes acusticas. Utilizando intensidades altas el fendmeno que domina el proceso
de US es la cavitacion acustica; este proceso involucra la formaciéon, crecimiento y colapso de
microburbujas de gas en un campo ultrasénico. La presencia de nucleos de gas disueltos o
microburbujas en medios liquidos es la razén detrds de la generacion de nubes de burbujas bajo la
influencia de un campo de presidon causado por el US (Leong et al., 2011). La distribucién de las
burbujas en términos de tamano, nimero de burbujas y su tiempo de vida antes del colapso se

encuentra en funcién de la velocidad con que se disipa la potencia (Gogate et al., 2011).

Durante este proceso, las burbujas crecen por dos caminos: difusion rectificada y coalescencia de las
burbujas. Las burbujas formadas por coalescencia pueden formar burbujas mas grandes que excedan
el tamafio de resonancia, por lo que se acumula en los nodos. La difusién rectificada consiste al
transporte de masa a través de la pared de la burbuja durante los ciclos de rarefaccién y compresion.
Durante la fase de expansion los gases se difunden hacia dentro de la burbuja y durante la fase de
compresion la materia se difunde desde dentro hacia afuera de la burbuja. Es conocido que el
proceso de rarefaccion es relativamente lento y el drea superficial disponible para el transporte de
masa es grande; por lo tanto, la cantidad de gas que se transfiere hacia la burbuja durante la fase de
expansion es mayor que aquella transferida hacia afuera durante la compresion. Durante este

proceso la burbuja comienza a crecer en un cierto nimero de ciclos hasta alcanzar un tamafio critico,
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en el que la oscilacién de la burbuja coincide con la frecuencia aplicada, y asi implota en uno de los
ciclos de compresion (Chandrapala et al., 2012b). La implosion de estas burbujas genera nuevos

nucleos iniciando de nuevo el ciclo.

Las burbujas generadas por la cavitacidn se pueden dividir en dos tipos (Cullen et al., 2012):

e Cavitacion estable es aquella en el cual el tamafio de las burbujas se mantiene en equilibrio
durante muchos ciclos de presion acustica, permitiéndoles existir por un largo tiempo vy
suficiente para formar nubes de burbujas.

e Cavitacion transitoria, también conocida como inercial, son burbujas que existen por
periodos de tiempo muy cortos, a veces menores a un ciclo, y se caracterizan por colapsar

violentamente.

El colapso de las burbujas es un proceso casi adiabatico pues ocurre en microsegundos, tiene como
resultado la generacién de altas temperaturas dentro de las burbujas debido a la compresién del gas
y por lo cual las burbujas (denominadas también puntos calientes) pueden alcanzar temperaturas
alrededor de los 5000 K y presiones cercanas a las 500-1000 atm (Patist & Bates, 2008; Ashokkumar,
2011; Rae et al., 2005). Sin embargo, el calor generado es transitorio y muy localizado, pues la energia
se dispersa a los alrededores después del colapso, por lo que el aumento de temperatura global en el
medio es bajo. La concentracidon del gas disuelto en el medio influye en la magnitud de la
temperatura alcanzada durante el colapso de las burbujas. Las condiciones creadas durante y después
de la cavitacidn producen reacciones de luminiscencia, produccién de radicales, corrientes acusticas
intensas, grandes esfuerzos de cortes cerca de las paredes de la burbuja capaces de romper enlaces
inter e intramoleculares (Sutkar & Gogate, 2009), formacién ondas de choque, micro corrientes
capaces de alcanzar velocidades de 100 m/s (Gao et al., 2014) y turbulencia en la zona de cavitacion.
Estos ultimos son los efectos que son aprovechados para generar cambios fisicos y quimicos en

distintas aplicaciones.

En el US de baja intensidad, dado que las frecuencias son mayores, los ciclos de compresion y
rarefaccién son mas cortos, asi que el ciclo de rarefaccion produce una presién negativa insuficiente
en su duracidn y/o intensidad para iniciar la cavitacion y el ciclo de compresidn ocurre mas rapido que

el tiempo requerido para que la microburbuja colapse; por lo cual los efectos producidos no son tan
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severos. A frecuencias bajas el nimero de burbujas de cavitacidn transitoria es menor aunque tienen
dimensiones considerables por lo que los efectos fisicos ocasionados por las mismas son mayores que
los quimicos (Pingret et al., 2013). Por ejemplo, una burbuja a 20kHz existe por sdlo pocas
oscilaciones sin embargo si es expuesta a 515 kHz tiene un limite de 5000 oscilaciones (Rae et al.,

2005).

Las propiedades fisicoquimicas del medio que mas influyen en la cavitacion son la presién de vapor, la
viscosidad y la tensidn superficial. Asi si se aumenta la temperatura del medio se pueden reducir los
efectos de la cavitacidn, es decir, un incremento en la temperatura disminuye la viscosidad y tensidn
superficial del liquido e incrementa su presidn de vapor lo que aumenta la formacién de burbujas las
cuales contienen mds vapor y en consecuencia conduce a un colapso menos violento. Por el
contrario, al incrementar la presién se incrementa la presiéon dentro de las burbujas lo que conlleva a
un colapso mas rapido y violento (Kentish & Feng, 2014). En general, los mayores efectos
sonoquimicos producidos por el US son observadas a bajas temperaturas y altas presiones donde la

mayoria del contenido de las burbujas es gas (Salazar et al., 2012).

Al incrementar la potencia el fendmeno de cavitacion puede aumentar y luego disminuir ya que al
incrementar la intensidad el nimero de burbujas formadas alrededor del transductor se incrementa
significativamente formando una nube que absorbe y disipa las ondas de sonido, esto disminuye la
transferencia de energia hacia el medio (Gogate et al., 2011). Por esta razdén es necesario buscar un

Optimo en el cual la mayor cantidad de energia sea transferida al proceso.

La presencia de solutos también afecta la cavitacién de diferentes maneras (Ashokkumar, 2011). La
presencia de solventes en el vapor, solutos volatiles y otras moléculas de gas dentro de las burbujas
genera una gran variedad de radicales y reactivos intermediarios los cuales pueden iniciar reacciones
secundarias en el volumen de liquido. Ademas, la temperatura media de las burbujas que implotan

puede ser disminuida al agregar solventes como alcohol al medio (Rae et al., 2005).

Formacion de radicales

La cavitacion transitoria es capaz de formar radicales en un medio liquido lo cual puede repercutir en

la degradacién de los productos a través de reacciones deteriorativas en cadena (Pingret et al., 2013).
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Estos radicales, por otra parte, pueden tener aplicaciones beneficiosas, dado que son usados para
promover reacciones que incluyen sintesis de nanomateriales, polimeros, degradacién de
contaminantes organicos, entre otros (Ashokkumar, 2011). Los radicales son formados a partir de la
disociacion homolitica (sondlisis) del vapor de agua, que se encuentra en las burbujas de gas y se
disocia al implotar, durante la cual se generan radicales hidrégeno y oxidrilo, estos ultimos en mayor

cantidad (Xingwang et al., 1996).

La cantidad de radicales generados depende fuertemente de factores de proceso incluyendo
frecuencia de US utilizada, volumen, presion, intensidad y tiempo de tratamiento (Torkamani et al.,
2014). El rendimiento global de los radicales puede definirse como el producto de los radicales por
burbuja y el total de nimero de burbujas y se incrementa con la frecuencia. Esto ultimo es debido a
gue a mayor frecuencia existe un mayor nimero de burbujas. El madximo rendimiento de radicales
puede ser alcanzado a frecuencias entre 200-600 kHz; sin embargo, este disminuye si se sigue
incrementando la frecuencia (1 MHz por ejemplo) debido a los tiempos cortos durante los ciclos
(Ashokkumar, 2011). Se ha demostrado que frecuencias cercanas a los 20 kHz parecen ser
convenientes ya que la cantidad de radicales generados comparadas con frecuencias mayores (358
kHz, 1000 kHz) es menor debido a que con altas frecuencias se incrementan el nimero de burbujas

activas y estables (Ashokkumar et al., 2008).

El grado de formacién de radicales también depende de la cantidad de vapor de agua atrapada en la
burbuja y de las condiciones de temperatura y presién alcanzadas durante el colapso de las burbujas;
por ejemplo, disminuir la concentracién de gas disuelto incrementa la formacién de radicales, ya que
en un medio desgasificado se disminuye la atenuacidon de las ondas y colapsa de manera mas violenta

(Sivasankar et al., 2007).

Se han realizado estudios para conocer el efecto de pardmetros selectos de temperatura y presion
sobre la generacién de radicales, como el reportado por Vercet et al., (1998), quienes exploraron dos
temperaturas (70, 130°C) y presiones menores a 600 kPa; a 70°C y presiones menores a 200 kPa
observaron un incremento en la produccidn de radicales oxidrilo pero a presiones mayores a 300 kPa
el cambio ya no fue significativo. Mientras tanto, a 130°C los cambios de presién en el rango de 300-
600 kPa tienen un pequefio efecto en la produccion de radicales. Esto se debe a que a temperatura

constante es mas dificil que la cavitacion se induzca si la presidon continla incrementandose y
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entonces el nimero de burbujas producidas por unidad de volumen se reduce. Ademas concluyen
gue incrementar la temperatura del medio en un tratamiento de manotermosonicacién a presién
constante disminuye la generacién de radicales hidroxilo. Esto puede ser atribuido a una disminucién
en la eficiencia de la cavitacién debido al incremento en la presidn de vapor que tiene un efecto
amortiguador dentro de la burbuja (Vercet et al., 1998). Por su parte, la temperatura de colapso
puede disminuir en presencia de moléculas de solvente y solutos volatiles en el fluido ya que cuando
se encuentran activos en la superficie de las burbujas se evaporan durante la cavitacion,
disminuyendo la temperatura y a su vez disminuyendo la formacidn de radicales (Ashokkumar et al.,

2008).

Reacciones sonoquimicas

La sonoquimica estudia las reacciones quimicas que ocurren o son catalizadas por efectos de US. Un
ejemplo de ello son las reacciones promovidas por los radicales libres generados durante la
cavitacidn. Las reacciones que ocurren a través de radicales libres producidos por el US pueden tomar

lugar en tres diferentes regiones (Adewuyi, 2001):

(1) Dentro de la burbuja que implota debido a las altas presiones y temperaturas alcanzadas; en
esa region es importante considerar la volatilidad de los compuestos involucrados en la
reaccion;

(2) En la interfase entre la burbuja y el volumen de liquido donde existen gradientes de
temperatura y presién; aqui los efectos depende de la hidrofobicidad de los compuestos
involucrados, lo cual permite una mayor concentracion de las moléculas en esta area;

(3) En el volumen de liquido donde los radicales libres que no han reaccionado en la region

interfacial lo hagan con los compuestos disueltos en el liquido.

Los radicales libres son muy inestables (la vida media de un radical oxidrilo es de 10°® s (Vercet et al.,
2001), por lo que es probable que reaccionen en una locacion cercana a donde fueron generados. De
acuerdo a esto, la posibilidad de que moléculas no volatiles reaccionen con radicales libres generados
por US dependerd de su concentracion y su hidrofobicidad. Al incrementarse ambos pardmetros se

incrementarad la probabilidad de reaccion.
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La velocidad de las reacciones sonoquimicas es influenciada por la frecuencia, intensidad, forma del
reactor, concentracion de gases disueltos, presion, temperatura y propiedades fisicoquimicas del
medio al que se estd aplicando el US (Sutkar & Gogate, 2009). Ademas, dependiendo del objetivo del
proceso, los efectos quimicos del US pueden ser considerados una ventaja, por ejemplo en el
tratamiento de aguas (Mahamuni & Adewuyi, 2010), o una desventaja al afectar la calidad de algunas

sustancias en los alimentos (Pingret et al., 2013) (ver Seccién 1.9).

1.8 APLICACIONES DEL ULTRASONIDO DE ALTA INTENSIDAD

El uso de US en el procesamiento de alimentos es una tecnologia relativamente nueva comparada
con otras tecnologias emergentes; sin embargo existe una gran lista de aplicaciones potenciales en
esta industria con efectos prometedores en el procesamiento y preservacion de los alimentos (Patist

& Bates, 2008; Rastogi, 2011;Chandrapala, et al., 2012; Kentish & Feng, 2014).

Algunas de las aplicaciones reportadas en la industria de los alimentos son: homogenizacidn, corte,
extraccion, inactivacion de microorganismos, inactivacidn/activacion de enzimas, secado,
cristalizacién, deshidratacion osmoética, filtracidn, entre otros (Chemat et al., 2011; Rastogi, 2011). A
continuacién se describirdn algunas aplicaciones enfocadas a los estudios realizados en leche y

derivados lacteos asi como los cambios en microestructura observados.

Inactivacion microbiana

En sus inicios, el estudio de los efectos del US de alta intensidad se propuso como posible tecnologia
no térmica que permitiera la inactivacién microbiana en los alimentos, sin embargo los primeros
estudios demostraron que la sonicacidn por si sola no es muy efectiva para este propdsito por lo que
se comenzd a combinar con presion y/o calor obteniendo mejores resultados (Piyasena et al., 2003).
La combinacién de US con un tratamiento térmico, como ya se menciond, se le conoce como TS ; a su
aplicacion conjunta con presion se le conoce como manosonicacion (MS) y a la aplicacion simultanea
de calor y US bajo condiciones de presién se le conoce como manotermosonicaciéon (MTS) (Vercet et
al., 2001). Algunos de los microorganismos que han sido estudiados con estas combinaciones de

tratamientos son Escherichia coli (Lee et al., 2009; Hua & Thompson, 2000), Listeria monocytogenes
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(Ugarte-Romero et al., 2007, Pagan et al., 1999), diferentes cepas de Salmonella (Gabriel, 2014),

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis (Piyasena et al., 2003), por mencionar algunos.

De acuerdo a los estudios realizados acerca de los efectos bactericidas del US se considera que los

mecanismos a través de los cuales el US propicia la inactivacién microbiana son (Cullen et al., 2012):

e Dafio de las paredes de las células de las bacterias, debido a los efectos mecdanicos inducidos
por los gradientes de presidn generados durante el colapso de las burbujas.

e Esfuerzos de corte inducidos por las microcorrientes que atacan la pared celular.

e Ataques quimicos debido a la formacion de radicales libres durante la cavitacién, los cuales
pueden daiar la estructura de la pared de la célula ocasionando su desintegracién. También
existe la formacion de una pequefa cantidad de perdxido de hidrégeno por sonicacién lo cual

funciona como bactericida.

Los mecanismos anteriores son directa o indirectamente dependientes de las variables de proceso
incluyendo fuente del US, geometria del reactor, frecuencia y la cantidad de energia entregada; y de
las propiedades del medio como la composicién, volumen tratado, temperatura, viscosidad y la

concentracién de nucleos de gas.

En el caso especifico de leche tratada con US se ha estudiado la inactivacion de varios
microorganismos. Por ejemplo, en leche entera se determind la inactivacidon de Listeria innocua y
bacterias mesofilicas utilizando US de alta intensidad y diferentes amplitudes de onda (500 mL, 24
kHz, 0.86-2.85 W/cm?, 63°C, 30 min) demostrando una reduccién de 5 log después de 10 min de
tratamiento bajo condiciones de 2.57 W/cm?y 63°C (Bermudez-Aguirre et al., 2009a), y considerando
gue la velocidad de inactivacién observada dependera del contenido graso de la leche utilizada, ya
gue la inactivacién es mds eficiente al disminuir el porcentaje de grasa (Bermudez-Aguirre & Barbosa-
Cénovas, 2008). También, utilizando tratamientos de TS bajo distintas condiciones (100 mL, 20 kHz,
400W potencia eléctrica maxima, 107 y 152 um, 60-72°C, 0-180 s) se reportd que el US combinado
con calor es capaz de disminuir la actividad de Staphylococcus aureus un 72% en leche descremada,
un 92% en leche entera y la actividad de la plasmina contenida en leche descremada en un el 81-94%.
Ademas, el analisis microbiano mostré una destruccion de todos los coliformes y mas del 99% de

reduccion de la cuenta bacteriana total (Vijayakumar, 2012). En leche UHT inoculada se obtuvieron
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reducciones de 4.42 log para Escherichia coli, 0.82 log para Lactobacillus acidophilus y 2.10 log para
Saccharomyces cerevisiae utilizando tratamientos de TS (40 mL, 20 kHz, 750 W Potencia eléctrica
maxima, 124 um, 10 min, 24-26°C) y comprobando a través de microscopia electrénica de
transmisién (TEM) que la cavitacidén ocasiona dafios en las paredes celulares y en la membrana celular
interna. También en leche descremada reconstituida a diferentes concentraciones (5, 10, 15%) e
inoculada con Enterobacter aerogenes se aplicé US de alta frecuencia (850 kHz, 0.2 W/mL, <20°C) vy
de baja frecuencia (20 kHz, 0.6 W/mL, <30°C) para demostrar que la inactivacion observada es debida
a la cavitacion transitoria caracteristica de bajas frecuencias (Gao et al., 2014). En este caso se
lograron reducciones logaritmicas de -2.73, -2.31y -2.21 en las soluciones de 5, 10 y 15% para US de
baja frecuencia al ser aplicado durante 60 min y no se observd inactivacion al utilizar US de alta
frecuencia. En suero de queseria la aplicacion de US (24 kHz, 20-85 W/cm?, 35-55°C ,5-8 min )
disminuyd el conteo de células viables, coliformes y levaduras en el suero y mejord algunas de las
propiedades sensoriales en comparacion con las muestras pasteurizadas, sin embargo los resultados
obtenidos indican que el efecto observado puede deberse en su mayoria al calor generado durante el
tratamiento (Jeli¢i¢ et al., 2012), lo cual también podria atribuirse a algunos de los otros autores ya

que sus temperaturas de tratamiento se encuentran muy cercanas a las de pasteurizacién.

En el caso de microorganismos termoduricos como B. coagulans, B. licheniformis, G.
stearothermophilus, B. sporothermodurans y A. flavithermus, que son organismos formadores de
esporas y sobreviven a los procesos de pasteurizacion, el US (20 mL, 20 kHz, 91.2 um, 1-10 min)
aplicado en leche descremada cruda y pasteurizada (63°C, 30 min) es capaz de eliminar casi todas las

células en el caso de la leche cruda y todas en la leche pasteurizada (Khanal et al., 2014).

Para incrementar la intensidad de la cavitacién y por lo tanto la eficacia de inactivacion se han
realizado estudios de inactivacién de microorganismos utilizando MS y MTS y se ha combinado MS
con otras tecnologias emergentes como los campos eléctricos pulsados (PEF). La inactivacién de
Cronobacter sakazakii en soluciones buffer y leche reconstituida fue comparada en tratamientos de
calentamiento convencional (50-70°C), MS y MTS (23 mL, 20 kHz, potencia efectiva 113 W, 200 kPa,
35-68°C para MTS) y se encontré que el tratamiento térmico de 12 min a 60°C, de 4 min para MS
(35°C, 200 kPa) y de 1.8 min en el caso de MTS (60°C, 200 kPa) cumplen con las condiciones
necesarias para garantizar la muerte del 99.99% de Cronobacter sakazakii en leche reconstituida

inoculada con este patégeno, observando un efecto aditivo de la MS y el calor aplicado (Arroyo et al.,
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2011). También se han aplicado condiciones de MTS (20 kHz, intensidad aproximada 60-120 W/cm?,
225kPa, 20-52°C, 40-240 s) para investigar el poder de inactivacion sobre organismos Gram positivos
y negativos encontrando que en leche es capaz de inactivar 0.36-1.62 ciclos logaritmicos para
Escherichia coli, 0.27-1.05 en Staphylococcus aureus y 0.53—1.58 en Pseudomonas fluorescens
(Cregenzan-Alberti et al., 2014) lo cual indica un mayor efecto en microorganismos Gram negativos
debido a que su pared celular por ser mas delgada es mas susceptible a los efectos de corte de la
cavitacién. Para Listeria monocytogenes también se ha investigado su inactivacion con MS y MTS (23
mL, 20 kHz, 62-150 um, 0-200 kPa) en diferentes medios entre ellos leche descremada esterilizada se
encontré que el incremento de presién de 0-200 kPa a 117 um de amplitud es capaz de reducir el
valor D (tiempo necesario para disminuir un ciclo logaritmico la carga microbiana) de 4.3 a 1.5 min al
igual que la amplitud onda y la temperatura disminuye ain mas la resistencia del microorganismo; las
diferencias atribuidas por la composicién del medio resultan disminuidas por la presién durante los

tratamientos de MS y MTS (Pagan et al., 1999).

Al combinar MS (20 kHz, 27.9 um, 225 kPa, 37 y 55°C) con PEF (32 kV/cm, 10 ps, 320 kHz) se lograron
reducciones logaritmicas similares a las de una pasteurizacién HTST (72°C, 15s) de Staphylococcus
aureus, Enterobacteriaceaei bacterias acido lacticas, hongos, levaduras, pseudomonas y psicrétrofos
en leche cruda homogeneizada en el dia 0 y a lo largo de casi todo el periodo de almacenamiento
(Halpin et al., 2013). Sin embargo en el dia 21 para todos los microorganismos los tratamientos de
MS-PEF mantuvieron conteos mds altos que el HTST mostrando que aunque el MS-PEF parece ser una
combinacion efectiva para la inactivacion de microorganismos en leche es necesario investigar las

condiciones dptimas que permitan que su efecto prevalezca durante el almacenamiento.

Aplicacion en leche y productos reconstituidos.

Cuando la leche es procesada con US su microestructura cambia de manera importante y esto se
refleja directamente en su color, homogeneidad y su apariencia general (Bermudez-Aguirre &
Barbosa-Canovas, 2011). Algunas investigaciones sobre los efectos del US en los GGs mostraron que
los fendmenos de cavitacidon y esfuerzos de corte producidos por las ondas sonoras rompen parte de
la MGG formando glébulos de menor tamafio (menores a 1um) con una superficie rugosa y una
distribucién uniforme (Wu et al., 2001) . Al reducirse el tamafo de los GGs el drea especifica aumenta

y la membrana original es insuficiente para cubrir la nueva superficie, por lo que la seccién
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hidrofébica de las micelas de CN se adhieren al glébulo, al igual que algunas PS lo cual evita Ila
coalescencia entre los GGs y genera mas sitios de enlace en la MGG. Esta incorporacion de proteinas
a la MGG favorece la unién de los GGs en la red de CN y reduce tiempos de coagulacion (Bermudez-
Aguirre et al., 2008). También se ha verificado que a mayor nivel de amplitud de onda utilizada menor
es el tamafio del GG para un tiempo establecido de tratamiento (Wu et al., 2001). Por otro lado, no
se han reportado cambios significativos en el tamafio y composicion de las micelas de CN en pruebas
con leche descremada pasteurizada (33 g/L proteina, 1.5 g/L grasa) y concentrados de CN
reconstituidos (50 y 1.5 g/100g) de proteina micelar, proteina no micelar y concentrado con CNs y PS
en una relacién 1:1 p/p realizadas utilizando US (60 mL, 20 kHz, potencia efectiva 31 W, 10°C) a

tiempos entre 1-60 min (Chandrapala et al., 2012a).

Otro cambio estructural reportado por los tratamientos de TS en leche es la modificacién en la
estructura de sus proteinas. En leche pasteurizada, homogeneizada y descremada (33 g/L proteina,
1.5 g/L grasa) tratada con US (65 mL, 20 kHz, potencias efectivas de 20 y 41 W) a temperaturas entre
22 y 37 °C durante tiempos de 15 a 60 minutos se observd disminucién de turbidez y tamafo de
particula. En este articulo a través de un analisis de electroforesis reportan disminucidn de la banda
de intensidad de las PS en los primeros tiempos de sonicacidn seguido de un pequeiio incremento
para tiempos mas largos, lo cual indican puede deberse a la desnaturalizacién de las PS seguida de
una agregacién entre estas mismas y las micelas de CN en los primeros 30 min de sonicacion y
ruptura de algunos de los enlaces creados para tiempos mayores de tratamiento (Shanmugam et al.,

2012).

Resultados distintos se obtuvieron para leche reconstituida descremada y leche fresca descremada
tratados con US (18 g, 22.5 kHz, potencia efectiva de 50 W) por tiempos en el rango de 0 a 30 min
con y sin control de temperatura. En este caso se observaron casi los mismos efectos para los dos
tipos de leche al ser tratados con US por lo que el autor supone que no existe variacion de la leche
fresca y la reconstituida. Se reportd disminucién en el tamano de particula y en los tiempos de
coagulaciéon acida y mayor firmeza en los geles elaborados. Estos cambios fueron significativos en
comparacién con la leche no tratada para aquellos tratamientos de US sin control de temperatura en
los cuales se observé una mayor desnaturalizacidén proteica. En este articulo las pruebas realizadas
con y sin control de temperatura hacen que los autores concluyan que la desnaturalizacion proteica y

los resultados asociados a ella puede deberse en gran medida al calor generado durante el
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tratamiento ya que es capaz de alcanzar temperaturas por encima de la temperatura de
desnaturalizacion de las PS (>65°C) (Nguyen & Anema, 2010). En otro estudio reciente se aplicaron
tratamientos de US (20 kHz, 31 W potencia efectiva, <10°C, 1-60 min) en muestras de proteinas puras
de B-LG y a-LA y una mezcla (3:1) de ellas concluyendo que los efectos de la sonicacion sobre la
desnaturalizaciéon e interaccién de estas proteinas depende en gran medida de la composicién. Los
resultados indican para la mezcla una disminucién de la hidrofobicidad y un incremento en el tamafio
de particula de los agregados y se confirma la exposicion de los grupos tioles de B-LG y su interaccidn
del enlace disulfuro de a-LA en las mezclas sonicadas, sin embargo es importante remarcar que los
autores mencionan que estos resultados son menos severos que los observados con un

calentamiento directo (Chandrapala et al., 2012c).

Por otra parte, el US ha sido utilizado para romper agregados de soluciones reconstituidas de
concentrados de leche, de PS de leche y caseinatos de calcio. Los resultados han mostrado una
reduccion de la viscosidad y el tamafio de particula, mayor firmeza de gel e incrementos en la
superficie hidrofdbica (Zisu et al., 2010; Chandrapala et al., 2013; O’Sullivan et al., 2014), mejora en la
estabilidad térmica de las PS en estos concentrados (Ashokkumar et al., 2009; Kent et al., 2005) y una
mejor solubilidad de estos productos al ser pretratados con US antes ser procesados mediante

secado por aspersién (Chandrapala et al., 2014).

Aplicacion en derivados Ildcteos

El uso de leche pretratada con US para mejorar las caracteristicas funcionales de productos lacteos ha
sido reportado para la elaboracién de yogur y de algunos quesos. Los yogurs elaborados a partir de
leche TS (200 mL, potencia eléctrica maxima 400 W, 24 kHz, 45-72°C ,10 min) mostraron una
estructura mas abierta, aceptacion sensorial, menor grado de sinéresis, incremento en la firmeza del
gel, la viscosidad y en la capacidad de retencidon de agua comparados con yogurs preparados por
métodos convencionales. Esto debido a las interacciones entre las proteinas y los lipidos y a la
disminucion del tamaio de particula. Los autores mencionan que la TS consume sdélo el 66% de la
energia total que requiere el calentamiento convencional (Riener et al., 2009a; Riener et al., 2010).
Ademas se ha publicado también que los tratamientos de US (150 mL, 20 kHz, potencia eléctrica
entre 90-400 W, 1-10 min, bafio de enfriamiento 15°C) a la leche pasteurizada (90°C, 15 s) antes de

la inoculacidn dan como resultado un aumento en la capacidad de retencion de agua y una menor

29



sinéresis, sin embargo aquellos aplicados después de la inoculacidon disminuyen el tiempo total de
fermentacién 0.5 h, aumentan la capacidad de retencidon de agua pero observan un mayor grado de
sinéresis. Del mismo estudio se concluyd que para yogur a mayor nivel de potencia aplicada se

observa un menor grado de sinéresis en el producto (Wu et al., 2001).

Utilizando TS (500 mL, 24 KHz, 129 mW/mL, 0-30 min, 63 y 72°C) se elabord queso fresco a diferentes
tiempos y temperaturas de pretratamiento de la leche. El mejor tratamiento de US obtenido en este
estudio fue el de 63°C con 30 min de US, obteniendo un color mas blanco, un rendimiento del 20.6%,
una cuajada menos dura, reduccién en el tiempo de coagulacidn, una estructura mds homogénea y
un menor grado de sinéresis. Se menciona que el aumento de humedad en el queso se debe a una
posible reorganizacidn de las moléculas dentro del queso vy a la incorporacion de las PS a la superficie
de la micela de CN (Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2010). También, el US de alta intensidad
ha sido utilizado para intentar acidos grasos poliinsaturados (omega-3) por homogeneizacién en la
leche de queseria. Con tal fin, se emplearon tratamientos de TS (500 mL, 24 KHz, 129 mW/mL) por
periodos de 5-30 min a 63°C para pretratar la leche. El tratamiento por 5 min presentd una mayor
incorporacién de acidos grasos omega-3 y para el queso fresco mostré una mayor encapsulacion de

este acido graso y un mayor rendimiento (Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2012).

También se ha empleado US como un pretratamiento de leche para elaboracién de algunas
variedades de queso madurado, en este caso se elaboraré queso tipo Cheddar con leche procesada
con TS de baja intensidad (1 L, 37 kHz , potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30 min) vy se
compararon sus caracteristicas con quesos elaborados con leche pasteurizada a 63°C 30 min por un
tratamiento térmico. De acuerdo a los resultados, los quesos de leche TS y LTLT no presentaron
diferencias significativas en parametros de pH, aw, elasticidad, cohesividad y capacidad de fundido al
dia 1 de elaboracion y durante 42 dias de almacenamiento refrigerado. Sin embargo, los quesos TS
exhibieron mayor rendimiento (+1.4%), humedad, firmeza y luminosidad debido a los cambios
ocasionados por el TS en la estructura de micelas de CN y GGs. Se observaron menores contenidos de
proteina que los LTLT lo cual se atribuye a diferencias en los tiempos de coagulacién y corte.
Asimismo, el perfil de aroma y sabor vario significativamente, de acuerdo a resultados obtenidos con

un panel entrenado (Quintana-Soto, 2013).
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Aunque la investigacién que se ha realizado acerca de las diferentes aplicaciones del US de poder es
considerable, aun se requiere de informacidn acerca del desarrollo de esta tecnologia y sus efectos en
las propiedades de los alimentos. Ademds necesita especificarse su escalamiento para que las
aplicaciones investigadas puedan ser utilizadas en la industria, por lo que es necesario una mejor
compresion de los efectos al variar las condiciones experimentales con el fin de conocer y cuantificar

la contribucién de cada parametro a los efectos del US (Salazar et al., 2012).

1.9 OXIDACION LIPIiDICA

A pesar de que el US ha demostrado ser capaz de producir modificaciones que representan un
beneficio en el procesamiento de ciertos alimentos, algunos estudios también demuestran la
aparicién de alteraciones postratamiento, incluyendo aparicién de sabores desagradables,
modificaciones en parametros fisicos y degradacién de compuestos mayoritarios y minoritarios; los
cuales pueden deberse a reacciones de oxidacion promovidas por radicales libres como ya se
mencioné en la Seccidén 1.7. Por ejemplo, algunos estudios demuestran la degradacién de
antioxidantes presentes en los alimentos después de ser sometidos a US; oscurecimiento y cambios
de color en jugos de frutas (Pingret et al., 2013). En leche se ha reportado la aparicién de sabores
desagradables producidos por la oxidacion de la grasa lactea (Chouliara et al., 2010; Riener et al.,
2009b) lo cual puede limitar la aplicacidon de esta tecnologia ya que la deterioracidn lipidica no sélo
produce olores y sabores desagradables sino también disminuye la calidad nutricional y la seguridad

del alimento debido a la formacién de productos secundarios de oxidacién.

El fendmeno de oxidacion lipidica depende de mecanismos de reacciones complejas relacionadas con
la estructura de las grasas, nUmero y naturaleza de las insaturaciones presentes, ya que las grasas
insaturadas son mas facilmente oxidadas. También dependen de las condiciones del medio en el cual
se encuentran, por ejemplo: el tipo de interfase entre el lipido y el oxigeno, su exposiciéon alaluzy el
calor, si existe presencia de antioxidantes (Pingret et al., 2013) y a la presencia de radicales libres. La
autooxidacion de las grasas debido a reacciones en cadena de radicales libres se puede dividir en los

siguientes pasos: iniciacion, propagacion y terminacién (Choe & Min, 2006).

Iniciacidon RH > R-+H-
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Propagacién R-+4+0, - ROO -
ROO - +RH - ROOH + R -
Terminacion ROO - +R -— ROOR
R-+R-—= RR

En el paso de iniciacion, en presencia de los iniciadores, un dtomo de hidrégeno es removido de los
acidos grasos para formar radicales alquilo (R-) de lipidos. El calor, luz visible y ultravioleta funcionan
como catalizadores en la formacidn de radicales libres de lipidos. La energia requerida para remover
el atomo de hidrégeno de los acidos grasos es dependiente de la posicién en la que la molécula de
hidrégeno se encuentre. Un dtomo de hidrégeno que se encuentra adyacente a un doble enlace, en

especial aquel que se encuentra entre dos dobles enlaces es removido facilmente.

El radical alquilo reacciona con facilidad con oxigeno para formar radicales perdxido (ROO-). Esta
reaccién ocurre rapidamente a presién normal, por lo tanto, la concentracién de radicales alquilo es
mucho menor a la de los radicales peréxido. Los radicales perdxido toman un dtomo de hidrégeno de
otras moléculas de lipidos para formar hidroperdxidos (ROOH) y nuevos radicales alquilo. Estos
nuevos radicales catalizan la reacciéon de oxidacién y es asi como la reacciéon se convierte en
autocatalitica (Fuquay et al., 2011). La velocidad de formacién de radicales perdxido e hidroperdxidos
depende de la disponibilidad de oxigeno y temperatura. La reaccién termina cuando las moléculas de
oxigeno y los acidos grasos se vuelven escasas, cuando los radicales generan productos que no

contienen radicales, o cuando los radicales reaccionan con antioxidantes.

La descomposicion de los hidroperdxidos provee de uno de los mas importantes catalizadores para la
oxidacion lipidica y una vez que el contenido de hidroperdxidos alcanza un valor critico, su
descomposicidn se convierte en insignificante y la velocidad de oxidacion del lipido aumenta. Durante
la fase de propagacion, la velocidad de formacién de hidroperdxidos es mayor que la velocidad de

descomposicidn y esta situacidn se revierte en la etapa de descomposicién (Choe & Min, 2006).

Los productos primarios de oxidacién, hidroperdxidos, son relativamente estables a temperatura
ambiente y en la ausencia de metales. Sin embargo, en presencia de estos factores se descomponen
a radicales alcoxi y después forman aldehidos, cetonas, acidos, ésteres, alcoholes, e hidrocarburos de

cadena corta. El camino mas comun para la descomposicion de los hidroperdxidos es la ruptura

32



homolitica entre el oxigeno y el enlace oxigeno, en el cual los radicales alcoxi e hidroxi son

producidos. El tiempo para la formacion de productos secundarios de oxidacién varia de acuerdo al

tipo de grasa. Los productos secundarios de la oxidacién dan lugar a sabores desagradables
” “" ” “" ” “" ” "

caracterizados como “verde”, “metaélico”, “pescado”, “amargo”, “rancio”, entre otros (Pingret et al.,

2013).

Algunos autores han reportado resultados relacionados con la oxidacion de la grasa en leche.
Chouliara et al. (2010) realizaron diferentes tratamientos de US utilizando leche entera y reportaron
un sabor a “quemado” en las muestras tratadas. Empleando un procesador ultrasénico con una
potencia eléctrica neta maxima de 200 W, 24 kHz y trataron volimenes de 200 mL, manteniendo una
temperatura en el rango de 15-25°C durante la sonicacién por tiempos de 0-16 min. Los resultados
sensoriales muestran que los puntajes mas bajos correspondian a la leche tratada con US en especial
para aquellos con el tiempo de sonicacién mas largo. En este estudio también se identificé el
incremento de productos secundarios de oxidacién (pentanal, hexanal, heptanal y octanal)
concluyendo que el US promovid la oxidacion lipidica. Ademas se detectd un incremento en la
concentracién de alcanos que C6-C9 alcanos (2,2,4 trimetil pentano) que pudo ser originado a partir

del rompimiento pirolitico de los acidos grasos.

Por otra parte Riener et al., 2009b reportaron resultados similares al utilizar leche previamente
homogenizada y pasteurizada con 1.5% de grasa y aplicando TS (200 mL, 24 kHz, potencia eléctrina
neta max. 400 W) a 45°C como temperatura inicia y durante tiempos entre 2.5 y 20 min. Encontraron
gue se propicia la aparicion de malos olores y sabores debido a la generacion de compuestos
organicos volatiles productos de la oxidacion iniciada por la formacidn de radicales libres y por una
serie de reacciones de pirdlisis ocasionadas por la cavitacién. Reportaron también incremento en la
concentracién de 1-hexeno, 1-octeno, 1-noneno, 5-metil-1,3-ciclopentadieno, benceno, tolueno, p-
xileno, n-hexanal y n-heptanal durante los primeros 5 minutos de tratamiento, después de este
tiempo la concentracién se mantenia constante. Torkamani et al. (2014) aplicaron tratamientos de
US (860 mlL, 20-2000 kHz, potencia efectiva 14-345 W 10-30 min, 37°C) a suero de queseria
pasteurizado (73.9°C, 15 s) y encontraron que las reacciones de oxidacidon no se promovieron lo

suficiente como para rebasar los limites detectables de olor para los compuestos volatiles reportados.
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Para reducir los procesos piroliticos y la formacién de productos de oxidacién se han realizado
estudios adicionando bioxido de carbono a la leche (3.9% grasa) antes del tratamiento (100 mL, 24
kHz, 1.99 W/cm® y 2.85 W/cm? sonda 22 mm de didmetro, 50-300 s, <46°C) , los resultados
demostraron una pequefia reduccién de estas reacciones sin embargo esta técnica aun continua en
investigacion (Marchesini et al., 2012). Estos mismos autores realizan un analisis sensorial descriptivo
de la muestras sonicadas a las mismas condiciones pero sin CO, y concluyeron que antes de los 200 s

los sabores a metalico y quemado se ven disminuidos considerablemente.
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I METODOLOGIA

Considerando los objetivos especificos planteados, la metodologia se dividid en tres etapas:

ETAPA |

2.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE LECHE

Se obtuvo leche cruda con un proveedor local en la ciudad de Puebla, México y se establecié su
composicion inicial (grasa, proteina, sélidos no grasos) de acuerdo al valor promedio de 15
determinaciones realizadas con un analizador rapido ultrasénico Lactoscan LA (Nova Zagora,
Bulgaria). Los valores promedios obtenidos en g/100 g fueron: grasa 3.76 + 0.10, proteina 2.63 + 0.53,
solidos no grasos 8.02 + 0.12, los cuales son consideradas para la mayor parte de las pruebas de esta
etapa, excepto para las determinaciones de tamafio de particula, el andlisis descriptivo y la
determinacién de compuestos voldtiles en las cuales se especificara el contenido de grasa en cada

muestra utilizada.

2.2 TRATAMIENTOS DE TERMOSONICACION

El US se aplicd utilizando un procesador ultrasdnico Hielscher UP400S (Teltow, Alemania) con una
potencia eléctrica maxima de salida de 400 W, una frecuencia fija de 24 kHz, un sonotrodo de 22 mm
de didmetro (H22L2D, amplitud max. 100 um) con una densidad de potencia acustica de 85 W/cm®.
Para efectos de este trabajo, este equipo sera conocido como procesador ultrasénico 1. El sonotrodo
se sumergio una profundidad de 3.5 cm en la leche. El procesador cuenta con un control externo que
permite variar la potencia de salida a través de elegir el porcentaje de amplitud de onda aplicada,

estos cambios se pueden realizar desde 20-100% de la amplitud de onda.

Para cada tratamiento de TS se colocd 1 L de leche en un recipiente de acero inoxidable (15 cm X
13.5 cm X 14.7 cm) y se ajustd su temperatura a 40°C con ayuda de un bafio de circulacidn con
controlador digital de temperatura Polyscience ADO7R-20 (lllinois, E.U.A.), durante el tratamiento la

temperatura se mantuvo en un rango de 40+3°C. Después del tratamiento de TS la leche fue
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pasteurizada a 63°C por 30 min utilizando un pasteurizador por lotes FJ 15 Mini Eco Pasteurizador
marca Milky (Austria) y en seguida se enfrio rapidamente sumergiendo el recipiente en un bafio de

hielo hasta que la muestra alcanzara la temperatura ambiente.

La leche cruda se sometid a tratamientos de TS a condiciones de amplitud de onda de 50% y 100% del
valor maximo de potencia de salida y tiempos de sonicacion de 2 y 6 min (ver Tabla 3). Las
condiciones de amplitud y tiempo propuestas fueron delimitadas de acuerdo a pruebas preliminares,
en las cuales a través de una prueba sensorial informal se identificd que al minuto 6 de US para
ambas amplitudes comenzaba a percibirse un aroma y sabor indeseable en la leche, por lo cual se fijé
6 min como tiempo maximo en el disefio. El tratamiento control consiste en leche pasteurizada

térmicamente (LTLT, 63°C, 30 min).

Tabla 3. Tratamientos propuestos de TS.

TIEMPO DE
AMPLITUD 3
TRATAMIENTO SONICACION
(%)
(MIN)
Control - -
1 50 2
2 50 6
3 100 2
4 100 6

2.3 DETERMINACION DE POTENCIA EFECTIVA POR CALORIMETRIA.

La potencia efectiva de los tratamientos fue calculada a partir de un método calorimétrico (Torkamani
et al., 2014) . El método calorimétrico se basa en la primera ley de la termodindmica, en la cual una
forma de energia puede ser convertida en otra. En este método se considera que la energia cinética
de las ondas es convertida en calor y absorbida por el medio incrementando la temperatura del
volumen total de liquido (Sutkar & Gogate, 2009). La absorcidon es causada por tres mecanismos:
viscosidad, conductividad térmica, y procesos moleculares de relajacion (Gogate et al., 2011). A escala
laboratorio, para volumenes pequefios, las pérdidas de energia hacia el medio ambiente por

conduccidn y conveccion pueden ser despreciadas ya que el drea de transferencia es reducida.
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Para realizar la determinacion se colocé 1L de leche cruda estandarizada (3% grasa) a 38 °C en un
inserto de acero inoxidable (15 cm X 13.5 cm X 14.7 cm) y se sonicé en un procesador ultrasénico
con las especificaciones mencionadas en la Seccion 2.2 sumergiendo el sonotrodo una profundidad
de 3.5 cm en la leche. En esta determinacién no se utilizé un bafio de recirculacién para controlar la
temperatura durante la aplicacion del US solamente se registrd el incremento de temperatura con
ayuda de una sonda acoplada al controlador del equipo ultrasénico (UPCCTRL V3.2 WIN). Los
tratamientos se realizaron por triplicado a una amplitud de 50% y 100% durante 300 s. El aumento
inicial de temperatura (d7/dt) se determiné de la pendiente de los datos de temperatura registrados
contra el tiempo para cada tratamiento. La potencia efectiva para cada tratamiento fue calculada a

partir de la siguiente ecuacion:

B, = myc, (%) (Ec. 2)
Dénde:
P, es la potencia efectiva determinada para el tratamiento n en W
m,, es la masa utilizada en el tratamiento n en kg

¢, es el calor especifico para la muestra n en J/(kg °C)

El calor especifico para cada muestra se calculé a partir de la composiciéon determinada para cada
tratamiento con el analizador ultrasénico Lactoscan LA (Nova Zagora, Bulgaria) y la ecuacion de Choiy
Okos (Singh & Heldman, 2009):

cp = Xiz1 CpiXi (Ec.3)
Dénde:
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 con las siguientes férmula

(Singh & Heldman, 2009) utilizando la temperatura promedio (T) registrada en cada tratamiento:

Proteina cp = 2.0082 + 1.2089 X 1073T — 1.3129 x 107°T2
Grasa cp = 1.9842 + 14733 X 1073T — 4.8008 x 107°T2
Lactosa cp, = 1.5488 + 1.9625 X 1073T — 5.9399 x 107°T2
Cenizas cp = 1.0926 + 1.8896 X 1073T — 3.6817 x 107°T?
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Agua cp =4.1762 — 9.0864 X 1075T + 5.4731 x 1076T2

2.4 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA

La capacidad de retenciéon de agua (CRA) en las muestras se determind por un método de
centrifugacion (Pandey et al., 2000). Se colocaron 30 g de muestra de leche en un tubo falcon y se
calentod hasta una temperatura de 37°C. Se preparé una dilucién 1:10 de quimosina (CHYMAX PLUS,
CHR HANSEN) y se afiadieron 33 pL de la solucién a cada tubo. Se dejé coagular las muestras durante
45 min manteniendo la temperatura constante. Posteriormente, la muestra coagulada se centrifugd a
4000 rpm por 40 min a 10°C en una centrifuga refrigerada Hettich 320R (Massachussets, E.U.A) y se
pesaron los mL de suero expelidos. La capacidad de retencion de agua se determind mediante la

formula expresada por Pandey et al. (2000) y mostrada en la Ec. 4.

crA=[MxMy ¢ f 100 (Ec. 4)
100 M_E,

Dénde:
M Peso de la muestra antes de centrifugar

E, Masa de exudado

my Porcentaje inicial de contenido de humedad de la cuajada (base himeda)

El resultado es expresado en g de agua contenida en 100 g de cuajada. El porcentaje inicial de
contenido de humedad de la cuajada se consideré como el porcentaje de agua contenido inicialmente
en la muestra de leche en este caso se tomd el valor promedio de 88.02 g/100g de acuerdo a las

mediciones de Lactoscan.

2.5 pH

Se determind su pH utilizando un potenciometro Denver Instruments UB-10 (Colorado, E.U.A))
calibrado con soluciones buffer 4 y 7 y de acuerdo a métodos estandar (Wehr & Frank, 2004). Se

tomd una muestra representativa de leche del lote tratado y previamente agitado. Para la
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determinacién se utilizé un electrodo de base plana y se sumergié directamente en la muestra de

leche, este se dejé en ella hasta que la lectura en la pantalla del equipo se estabilizd.

2.6 TIEMPO DE COAGULACION

El tiempo de coagulaciéon sera considerado como el tiempo desde la adicidon del cuajo hasta la
formacidn de la estructura de la cuajada tradicional utilizando un método de Berridge modificado
(Zobrist et al., 2005). Se pesaron 18 g de leche en un tubo de ensayo y se colocé en un bafio de
calentamiento Polyscience (lllinois, E.U.A.) a una temperatura de 37°C. Después se afiadieron 19.8
pL de una dilucion 1:10 de quimosina (CHYMAX PLUS, CHR HANSEN) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante; se agitd y se considerd el tiempo desde la adicidn del cuajo hasta la
formacidn de fldculos de cuajada visibles en las paredes del tubo, después de realizar una agitacion

leve.

2.7 FIRMEZA DE GEL

Se determind la firmeza de geles elaborados con las muestras de leche tratadas utilizando un
texturémetro Texture Technologies, TAXT-Plus (Surrey, Reino Unido) con celda de carga de 30 kg de
capacidad (Mizuno & Lucey, 2007). Se colocaron 70 g de leche en un frasco de vidrio y se elevd la
temperatura de la muestra hasta alcanzar los 37°C. Se afadieron 77 uL de una dilucién 1:10 de
guimosina (CHYMAX PLUS, Chr. HANSEN) y se dejdé coagular por 45 min a 37°C. Las muestras se
colocaron a 4°C durante un periodo de aproximadamente 15 h antes del andlisis. La firmeza del gel se
determiné mediante la insercidon de una sonda cilindrica de 0.5 cm de diametro a una profundidad de

10 mm en la muestra de gel (a 4°C) a una velocidad de 1 mm/s.

2.8 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, Colorflez 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* del amarillo(+) al azul (-) (Bermudez-Aguirre et al.,
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2008). Para estandarizar el instrumento se utilizaron losetas negra y blanca, ésta ultima con valores
de: L*=93.51; a*=-1.02; b*=1.36. La diferencia neta de color (AE*) fue evaluada utilizando la siguiente

ecuacién y comparando los tratamientos con la leche pasteurizada:

AE* = AL + Aa* + Ab*®  (Ec.5)

2.9 TAMANO DE PARTICULA

La distribucién de tamafio de particula se determiné utilizando un equipo Nanotrac Wave, Microtrac
(Montgomeryville, E.U.A.) que tiene como principio de funcionamiento dispersion dinamica de luz
(DSL, Dynamic Light Scattering) también conocida como espectroscopia de correlacion de fotones.
Este método reporta el tamafio de particula midiendo los cambios en la intensidad de la luz
dispersada por una suspensidn o solucién, permite caracterizar sistemas con tamafios de particula
dentro del rango de 0.3 nm a 8 um a través de algoritmos basados en el movimiento Browniano de
las particulas (HORIBA Instruments, 2012), el didmetro medido por este método es Ilamado didmetro
hidrodindmico y se refiere a la manera en que la particula se difunde dentro del fluido. Los datos de
las mediciones fueron obtenidos mediante el software Microtrac Flex 11. Los tratamientos para esta
determinacién se elaboraron termosonicando 1 L de leche estandarizada (3%) de acuerdo a lo
descrito en la Seccién 2.2 pero obteniendo una muestra de aproximadamente 15 mL a tiempos de
proceso de 2, 4 y 6 min para amplitudes de 50y 100%. Se realizé una réplica para cada amplitud y se
analizé la leche cruda para cada lote. Las lecturas se realizaron colocando 1.5 mL de leche en el
equipo y se mantuvieron a temperatura controlada (40 + 1°C) mediante una celda peltier durante el
analisis. Los indices de refraccién utilizados fueron 1.33 para el agua y 1.46 para los gldbulos de grasa
(Hayes & Kelly, 2003). Cada medicion fue realizada por triplicado. El andlisis de datos se realizd
utilizando distribuciones de volumen y calculando el diametro promedio en volumen D[4,3], el
diametro promedio en superficie (promedio Sauter) D[3,2] y los didmetros promedio debajo del cual
se encuentran el 90, 50, y 10% del volumen total de particulas (Dgg, Dso, D1o). Las férmulas utilizadas

para calcular D[4,3] y D[3,2] fueron:

4
_ XiDjv;
YD}

nn3.,.
(Ec. 6) D[3,2] = 22 (£c7)

N 2.,
1Djvi

D[4,3]

Donde D; es el diametro promedio de la particula y v; es el porcentaje de particulas con ese diametro.
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2.10 iNDICE DE PEROXIDOS

El indice de perdxidos (IP) es la medida mas comun de oxidacion lipidica y representa el total de
hidroperéxidos contenidos en la muestra. Se determinaron los cambios de indice de perdxidos en los
tratamientos con una amplitud de 50% y 100% durante un periodo de sonicacién de 6 min. El método
utilizado para esta prueba fue medir espectrofotométricamente el complejo de ion férrico. Este
método consiste en la oxidacién de ion ferroso por hidroperdxidos en la presencia de tiocianato de

amonio para producir tiocianato férrico cuya absorbancia se mide a 500 nm (Pereda et al., 2008a).

La leche utilizada para esta determinacion no fue estandarizada por lo que para garantizar la
consistencia en la composicién de la muestra los dos tratamientos fueron realizados el mismo dia, y
su réplica el dia siguiente. Durante el tratamiento de sonicacién previamente descrito se tomaron
muestras de leche (aproximadamente 4 mL) cada 72 s y se colocaron en tubos de ensayo para que se
enfriaran. Se midieron 3 mL de cada muestra en tubos falcon a los cuales se afiadieron 3 mL de
metanol y se mezclaron en un vértex por 20 s. Posteriormente, se afiadieron 6 ml de cloroformo al
tubo falcon y se volvid a mezclar en el vortex por 30 segundos. Los tubos se centrifugaron a 4000 rpm
por 30 min a 23°C en una centrifuga refrigerada Hettich 320R (Massachusets, E.U.A). Después se
tomaron 5 mL de la fase cloroformo (inferior) se mezclaron con 5 mL de reactivo Fe(ll)/Tiocianato y se
dejaron reaccionar a temperatura ambiente por 5 min. Pasado este tiempo se midid la absorbancia
de la muestra a una longitud de onda de 500 nm en un espectrofotémetro marca Jenway 6450 UV-VIS

(Paises Bajos, Europa). Los resultados obtenidos son expresados en unidades de absorbancia.

Preparacion de reactivo Fe(ll)/Tiocianato

Primero se prepard una solucién de cloruro ferroso afiadiendo lentamente 50 mL de una solucidn
32.7 mM de BaCl,y 2 mL de 10 N HCL a 50 mL de una solucién 36mM de FeSO,. Se dejo reaccionar
con agitacion continua y después se filtrd para remover el precipitado de BaSO, Se tomaron 0.5mL de
solucion de FeCl, y 0.5mL de una solucién 3.94 M de NH,SCN vy se afiadieron a 49 mL de una mezcla
1:1 de metanol:cloroformo. Se cuidd que el reactivo y la solucién de FeCl, no fueran expuestos a la luz

para evitar su oxidacion; el tiempo maximo de uso de la solucidn tras ser preparada fue de 4 dias.
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2.11 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES EN LECHE UTILIZANDO SPME/GCMS

El estudio de la aparicidon de productos secundarios de oxidacién en leche tratada por tratamientos
selectos de TS se realizd mediante el analisis de compuestos volatiles utilizando microextraccion en

fase sélida (SPME) y cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GCMS).

Se realizaron tratamientos de TS de leche entera (3.2% grasa) utilizando un procesador ultrasénico
con caracteristicas idénticas al mencionado en la Seccién 2.2 sélo que ubicado en otro laboratorio,
(ITESM, Monterrey, NL, durante mi estancia de investigacion); por tanto, se le identificard como
procesador ultrasdnico 2. La leche fue previamente pasteurizada a 63°C y 30 min y posteriormente
se colocd 1 L en un inserto de acero inoxidable (15 cm X 13.5 cm X 14.7 cm) para ser sometida a TS.
Los tratamientos se realizaron a una temperatura de 40 + 2°C tomando como variables
independientes la amplitud de onda (50% y 100%) y el tiempo de sonicacién (2, 4, 6 min). Para la
amplitud de 100% ademas se realizaron dos tratamientos con condiciones extremas (12 y 24 min). La
leche tratada se almacené en frascos ambar y se ultracongeld (-80°C) para su posterior analisis. Los

tratamientos fueron realizados por duplicado de acuerdo a un disefio completamente aleatorizado.

La microextraccion en fase sélida se realizd utilizando una fibra 50/30 um DVB/CAR/PDMS marca
Supelco (Bellefonte, PA, Estados Unidos), exponiéndola a la muestra de leche a una temperatura
constante de 45°C durante 90 minutos. La fibra se acondicioné durante una hora a 270°C antes del
primer uso de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La muestra se prepard colocando 10 mL de
leche, 10 pL de patrdn interno (4-metil-2 pentanona a 10 ppm) y una barra de agitacién en un vial de
20 mL al que se le colocd un sello de aluminio con septum de silicén. La muestra se calentd a 45°C
utilizando un bafio de calentamiento y una agitacidon de 500 rpm; se permitié que la temperatura se
equilibrara durante 5 min antes de comenzar la extraccion. La altura del soporte de la fibra se ajusto a
1.5 cm antes de ser introducida al vial y a 4 cm antes de ser inyectada en el cromatdgrafo (Pereda et

al., 2008b).

La determinacidon de compuestos volatiles se realizd en un equipo de cromatografia de gases modelo
6890 acoplado a un espectrémetro de masas modelo 5973 (Agilent Technologies Inc., Palo Alto,
California, Estados Unidos) empleando una columna de silica Agilent HP-5MS de 30 m de largo, un

diametro de 0.25 mm y una pelicula de 0.25 um. La desorcidn se realizé a 250 °C por 2 min en modo
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sin division utilizando helio como gas de arrastre con un flujo de 1.3 mL/min. La temperatura del
horno se mantuvo a 35°C por 8 min luego se incrementd a 150°C a una velocidad de calentamiento
de 4 °C/min y por ultimo a 280°C a 20°C/min manteniendo la temperatura de 280°C por 5 min. Para
limpiar y acondicionar la fibra, esta se dejé en el equipo 10 min a 250°C durante la desorcién y por 15
min a 270°C después de cada 2 extracciones. Las condiciones de temperatura utilizadas en el
espectrémetro de masas fueron: en la fuente de iones 230°C, en el cuadropolo 150°Cy en la linea de
transferencia 250°C. La adquisicidn fue realizada con ionizacion por impacto de electrones a un
voltaje de 70eV a 2.83 s™* con un rango de escaneo m/z de 20-350. Cada determinacién se realizé por

duplicado.

Posteriormente la identificacidn fue realizada comparando los tiempos de retencién y los espectros
de masas de los compuestos con los reportados por la libreria Wiley (Wiley 7n, J. Wiley & Sons Ltd.,
Sussex Occidental, Inglaterra). En la Tabla 4 se muestran los iones caracteristicos con los cuales
fueron identificados. Ademas se compararon los tiempos de retencién y los espectros de masas con
algunos compuestos estandar de referencia (Sigma Aldrich), los cuales fueron: 1-hexeno, 1-octeno,
pentanal, hexanal, heptanal, octanal, benceno y tolueno. Los resultados fueron reportados como el

cociente de las areas obtenidas entre el area del patrén interno.

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de una via empleando un software de
analisis estadistico (Minitab 16.0); el ANOVA se realizé para cada amplitud de onda considerando
como variable de proceso el tiempo de US y como variable de respuesta el drea relativa al area del

patrén interno. Se considerd a la leche pasteurizada como el tratamiento control (tiempo 0).

2.12 ANALISIS SENSORIAL EN LECHE

Se realizd un analisis sensorial descriptivo para los tratamientos a 50% 6 min, 100% 4 min, 100% 24
min y el control (LTLT), los cuales se prepararon de acuerdo a lo descrito en la Seccién 2.2. La
seleccidn y entrenamiento del panel se realizd siguiendo una metodologia hibrida, empleando 48 h
en la seleccidn y 4 h para un entrenamiento con referencias en leche. Todas las sesiones se realizaron
en la Sala de Evaluacion Sensorial del Instituto Tecnoldgico de Veracruz, a una temperatura
aproximada de 25°C. La seleccion del panel sea realizd a través de tres pruebas preliminares: sabores

basicos, olores y umbral de deteccidn, las cuales se describen a continuacion.
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Tabla 4. lones de compuestos seleccionados para analisis cromatografico.

COMPUESTO m/z
1,3 Butadieno 39,54
Isopreno 53,67
1-Hexeno 41, 56

Benceno 78
1-Hepteno 41,56
Pentanal 44,58

4-metil 2-pentanona (PI) 43

Tolueno 91

1-Octeno 41,55, 70

Hexanal 44,56
2-Heptanona 43,58
Heptanal 44,70

Acido hexanoico metil éster 74
Octanal 43,56
2-Nonanona 43,58

Acido octanoico metil éster 74
Nonanal 41,57

Acido decanoico metil éster 74

®Los iones subrayados en cada caso fueron los utilizados para la integracién de los picos.

Prueba de sensibilidad de sabores

La prueba tuvo como finalidad determinar la aptitud de los jueces para discriminar cuatro sabores

basicos (dulce, salado, 4cido y amargo) y consistid en la preparacion de soluciones una hora antes de

la prueba (ver Tabla 5) con agua embotellada, excepto la solucidn acida en la cual se utilizé agua

destilada.

Tabla 5. Preparacion de las soluciones madre para las pruebas de sensibilidad a los cuatro sabores.

SABOR COMPUESTO CONCENTRACION (mM)
Dulce Sacarosa 29
Acido Acido citrico 2

Salado Cloruro de Sodio 12

Amargo Cafeina 2.5
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A cada juez se le entregaron 10 muestras a temperatura ambiente, codificadas con numeros
aleatorios de tres cifras. La prueba se dividié en 2 series de 5 muestras por cada serie, en la que
estaban contenidas los cuatro sabores fundamentales y una muestra blanco (agua). Las diluciones se
sirvieron de 5 a 10 mL en vasos No. 0. Antes de iniciar la prueba, los jueces realizaron tres enjuagues
para eliminar algun sabor que pudiera afectar los resultados. Entre cada una de las degustaciones el
juez realizé enjuagues a libre demanda con agua purificada embotellada y no hubo un tiempo de
descanso mayor a un minuto entre evaluacidn de muestras. A los jueces que fueron capaces de
identificar cada una de las muestras, se consideraron aptos y pudieron continuar con las pruebas de

seleccion.

Prueba de sensibilidad de olfato

Los jueces que identificaron correctamente los sabores basicos realizaron una prueba de olores. La
prueba se dirigid para determinar si los jueces son capaces de identificar olores bdsicos previamente
definidos de un kit de olores del café. Para la preparacion de las muestras se tomd una alicuota del
compuesto volatil de cada uno de los aromas y se colocaron en frascos ambar de 20 mL previamente
codificados con nimeros aleatorios de tres digitos. Los frascos fueron lavados con etanol y secados
en una estufa de vacio para evitar contaminacidon olfativa. Las instrucciones fueron dadas

verbalmente y a cada juez se le proporcioné una papeleta para registrar sus respuestas.

Umbrales de reconocimiento

A los jueces que mostraron aptitud en la discriminacidon de sabores basicos se procedié a evaluar los
umbrales minimos de deteccién. El umbral minimo de deteccién fue obtenido mediante la técnica
"Staircase" ascendente utilizando una prueba de seleccion forzada entre dos alternativas (2-AFC). Se
determind que el umbral se fijaria como el promedio entre las concentraciones inferior y superior tras
la tercera equivocacion o bien después del quinto acierto consecutivo. Para cada sabor basico se
prepararon cinco concentraciones distintas que se muestran en la Tabla 6. Cada solucidon fue
preparada utilizando reactivo grado analitico y disuelto en agua purificada, a excepcion de la solucion

acida que fue preparada utilizando agua destilada.
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Tabla 6. Serie geométrica de diluciones de prueba.

) DULCE AciDo SALADO AMARGO
DILUCION
(mM) (mM) (mM) (mM)
1 30 2.0 20 3
2 25 1.6 15 2.5
3 20 1.2 10 2
4 15 0.8 8 1.5
5 10 0.4 6 1

Las muestras fueron servidas en vasos pldsticos numero 0 codificados con nimeros aleatorios de tres
cifras. Se utilizaron de 10-15 mL de muestra en cada vaso y se sirvieron a temperatura ambiente. Las
instrucciones de la prueba fueron dadas verbalmente y las respuestas fueron registradas por el
evaluador en papeletas de respuesta. Antes de iniciar la prueba se le indico al juez que realizara tres
enjuagues y se le brindd agua para realizar enjuagues entre pruebas. Se realizaron cuatro sesiones,

una para cada sabor bdasico, la duracidn de la sesidn fue de aproximadamente 5 minutos por juez.

Entrenamiento del panel

Se seleccionaron seis jueces (5 mujeres, 1 hombre; rango de edad 20-24 afios) que aprobaron
satisfactoriamente las fases de preseleccion. Los jueces probaron no tener ninguna patologia del
gusto u olfato que afectara la percepcion de las muestras. Los jueces se adiestraron en el uso de una
escala sin estructura de 10 cm de largo y en la identificacidn de seis defectos en leche: acido, amargo,

guimico, fermentado, oxidado, metalico y rancio.

Las referencias de estos elementos fueron preparadas en leche entera comercial UHT marca Lala, las

siguientes instrucciones refieren a la preparacion de 650 mL de muestra (Clark et al., 2009):

e Acido: Se afiadié 6-7 mL de una solucién de acido lactico al 10%.

e Amargo: Se adiciond 2-2.5 mL de una solucidn de sulfato de quinina al 0.1%.

e Quimico: 5-6 ml de una solucién 1% cloro.

e Fermentado (Frutal): Se prepard agregando 3-4 mL de una solucidon de jugo de pifia —

vinagre mezclado en proporcion 6:1.
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e Oxidado (Fotoxidacion): Se obtuvo al exponer la muestra a una fuente de luz fluorescente.
Considerando una intensidad ligera al exponer 5-7 min las muestras a la luz, intensidad
moderada (9-10 min), y pronunciada (13 — 15 min).

e Metadlico (Oxidacidon metalica): Se logrd al sumergir una moneda de cobre en la muestra
de leche por al menos 8 h.

e Rancio: Se afadié 0.5 g de lipasa en polvo, se mantuvo en agitacion constante a una

temperatura de 21°C.

Sesion de evaluacion

Las muestras fueron evaluadas por duplicado en una sola sesion que durd aproximadamente 2 h, en
la cual se fueron presentando una por una las muestras de leche en vasos pldsticos numero 0
(REYMA, Plasticos Adheribles del Bajio SA. DE C.V.), codificados con nimeros aleatorios de tres cifras.
Se utilizaron de 10 — 15 mL de muestra en cada vaso y se sirvieron a temperatura ambiente. En Anexo
6.3 se muestra el formato de evaluacidn utilizado. Antes de iniciar la prueba se le indicé al juez que
realizara tres enjuagues y se le brindd agua para realizar enjuagues entre pruebas. Los jueces tuvieron
un descanso de 5 min después de la evaluacién continua de 4 muestras. Los datos obtenidos en esta
prueba fueron analizados utilizando un grafico radial y un andlisis de componentes principales (PCA)

empleando el complemento estadistico XLStat 2014.6.01 (Addinsoft, Paris Francia).

2.13 DISENO DEL EXPERIMENTO PARA LA ETAPA |

Para la evaluacién de pH, CRA, tiempo de coagulacion, firmeza de gel y color se utilizé un diseno
factorial 2° completamente aleatorizado con una réplica, donde las variables de estudio fueron la
amplitud de onda (50 y 100%) y el tiempo de TS (2 y 6 min), las mediciones se realizaron por
triplicado. Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias empleando un
software de analisis estadistico (Minitab 16.0). También se realizé la comparacion de los resultados
de leche TS con el tratamiento LTLT utilizando el método de comparacion de medias de Dunnett
(p<0.05). De acuerdo a los resultados obtenidos se eligieron los dos tratamientos TS que presenten

una mejor capacidad tecnoldgica para elaborar quesos.
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ETAPA I

2.14 PRETRATAMIENTO DE LA LECHE

Se obtuvo leche cruda con un proveedor local y se estandarizé hasta obtener un contenido de grasa
de 3%. La estandarizacidn se realiz6 descremando una cantidad de leche con una descremadora
eléctrica (SCM, LKL, Bulgaria, Europa) y mezclando leche descremada con leche sin descremar del
mismo lote y midiendo su composicion con un analizador ultrasénico Lactoscan LA (Nova Zagora,
Bulgaria). Para realizar el tratamiento se colocaron 3 L de leche estandarizada en un inserto de acero
inoxidable (24.4 cm X 13.8 cm X 14.7 cm) y se precalentd hasta una temperatura de 38°C.
Posteriormente el US se aplicé utilizando el procesador ultrasénico 1y el sonotrodo H22L2D que se
sumergié una profundidad de 3.5 cm en la leche. La temperatura del proceso se mantuvo en un rango
de 38-40 °C con ayuda de un bafio de circulacidn con controlador digital de temperatura Polyscience

ADO7R-20 (lllinois, E.U.A.).

Los tratamientos de TS se eligieron a partir de los resultados obtenidos en la Etapa | (ver Tabla 7). El
tiempo de sonicacién utilizado en cada tratamiento se obtuvo de un escalamiento lineal (ver Anexo
6.1) utilizando la Ec. 1 (ver Seccidn 1.7) (Liu et al., 2014). Después del tratamiento de TS la leche fue
pasteurizada a 63°C, 30 min utilizando un pasteurizador por lotes FJ 15 Mini Eco Pasteurizador marca
Milky (Austria) y se enfrio rdpidamente hasta una temperatura de 32°C aproximadamente como

preparacion para las etapas posteriores de procesamiento.

Tabla 7. Tratamientos propuestos en la Etapa Il

TIEMPO DE SONICACION
TRATAMIENTO | AMPLITUD (%)
(MIN)
Control - -
1 50 18
2 100 12
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2.15 DETERMINACION DE POTENCIA EFECTIVA POR CALORIMETRIA.

Para determinar la potencia efectiva de los tratamientos de esta etapa, se utilizd el mismo
procedimiento que el descrito en la Seccidon 2.3 pero se utilizé un volumen de leche de 3 L en un
inserto de acero inoxidable (24.4 cm X 13.8 cm X 14.7 cm) a niveles de amplitud de onda de 50 y

100% durante 300 s.

2.16 ELABORACION DE QUESO CHIHUAHUA

Los quesos se elaboraron siguiendo una adaptacidn a escala laboratorio del procedimiento estandar
de elaboracién para este tipo de queso; el procedimiento se resume en la Figura 2 (Tunick et al.,
2008). Se colocaron 2.9 L de leche tratada en un inserto de acero inoxidable Polarware (Kiel, WI, EUA)
y se mantuvo su temperatura a 32 + 0.5°C con ayuda de un bafio de calentamiento Polyscience
(Hlinois, E.U.A.). Después se adicion6 una mezcla de cultivos liofilizados mesdfilos (Lactococcus lactis +
Lactococcus cremoris, Choozit MA16 LYO 25 DCU 8.3 g, Danisco) y termdfilos (Streptococcus
thermophilus, Choozit TA 71 LYO 50 DCU 11.2g, Danisco) en una proporcion 80/20 p/p de acuerdo a
las indicaciones del fabricante para un queso a pequeia escala (Moctezuma, comunicacién personal,
Enero 2014). La adicién del cultivo se realizé inoculando 15 mL de leche pasteurizada en una relacién
1:1000 y tomando de esta solucidn la alicuota correspondiente para el volumen de leche. Se
agregaron 0.2 g de CaCl, por cada kg de leche después de la adicidn del cultivo y se dejé acidificar la
leche por un periodo de 45 min lo cual permitia un cambio de acidez titulable de 0.015-0.02%.
Posteriormente se afiadieron 3.08 mL de una solucién 1:10 de quimosina (CHYMAX PLUS, CHR
HANSEN, México), se agité suavemente la leche y se dejé coagular por un periodo de 50-55 min. El
corte de cuajada se realizd con liras de acero inoxidable de 1 cm y se agitaron suavemente los cubos
de cuajada cada 5 min durante 15 min después del corte. El cocimiento de la cuajada se llevd a cabo
elevando la temperatura de la tina hasta 39°C en un tiempo de 30 min. Durante el cocimiento la
cuajada se agité suavemente cada 10 min y se verificé el pH del suero; el cocimiento se detuvo al
alcanzar un pH en el suero de 6.31. Posteriormente se retird el suero y se inicid la cheddarizacion de
la cuajada apilandola y cortandola en bloques. Los bloques se voltearon y apilaron cada 10 min hasta
que la cuajada alcanzé un pH de 5.55 La cuajada se pesé y se cortd en cubos de 1.5 cm

aproximadamente, se afiadieron 20 g de sal por kg de cuajada y se dejd reposar durante 10 min. Por
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ultimo el queso se prensé durante 15h a 4°C. Los quesos elaborados se empacaron en bolsas de
polipropileno que fueron selladas con una empacadora al vacio Torrey EV-4 ECO (Monterrey, México)
y se mantuvo en almacenamiento refrigerado a 5°C durante su maduracién. Durante la elaboracién

se determinaron los parametros de proceso descritos a continuacion.

2.17 ACIDEZ TITULABLE Y pH

La acidez titulable de la leche (AT,) se determind por titulacién con NaOH de acuerdo a métodos
estandar (Wehr & Frank, 2004). Se pesaron 9 g de muestra de leche en un matraz Erlenmeyer y se
afiadieron 18 mL de agua destilada y 3 gotas de indicador de fenolftaleina al 1%. Se titulé con una
solucion 0.1 N de NaOH hasta el vire del indicador incoloro a rosa. El resultado fue expresado como

porcentaje de acido lactico y se calculd de acuerdo con la siguiente expresion:

__ (mlINaOH)x(N NaOH)x9
- peso de la muestra en g

AT

(Ec. 8)

El pH se determind de igual manera que en la Seccidn 2.5.

2.18 RENDIMIENTO SIMPLE Y PERDIDA DE SOLIDOS FINOS

El rendimiento simple de los quesos se expresé como kilogramos de queso obtenidos por kg de leche
empleada (San Martin-Gonzalez et al., 2007). El suero de queseria se hizo pasar por un tamiz de
prueba malla 80 que después fue lavado con agua destilada para recolectar los sdélidos finos en un
papel filtro (Whatman No. 1) previamente pesado. El papel filtro se dejé secar a temperatura
ambiente durante un periodo de 24 h. La pérdida de sdlidos finos fue evaluada gravimétricamente

pesando el papel filtro seco.
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2.19 COMPOSICION DEL SUERO

La composicidon del suero obtenido se determiné con un analizador rdpido ultrasénico Lactoscan LA
(Nova Zagora, Bulgaria), el cual expresa los porcentajes de grasa, proteina, lactosa, sales y sélidos no

grasos.

2.20 DISENO DE EXPERIMENTO DE LA ETAPA Il

Se realizaron cuatro réplicas de cada queso siguiendo un disefio experimental completamente
aleatorizado, donde la variable de estudio fue el tipo de tratamiento aplicado (LTLT, 50% con 18 min,
100% con 12 min). Los resultados se analizaron utilizando andlisis de varianza de una via,

comparacién de medias de Tukey (p<0.05) y un software de analisis estadistico (Minitab 16.0).

ETAPA I

2.21 ANALISIS PROXIMALES

Los andlisis proximales de cenizas, cloruros, grasa y proteina se realizaron a partir de muestras del

qgueso en el dia 1 que fueron ultracongeladas a -80°C, excepto humedad que fue determinada el dia 1.

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 pesé aproximadamente 1 g de queso triturado en un crisol de porcelana
previamente pesado, limpio y seco y se colocd en un horno de secado marca Binder ED-53-L
(Tuttlingen, Alemania) a 100°C por 1 h. Se calcind la muestra utilizando un mechero y posteriormente
se colocd el crisol en una mufla marca Barnstead Thermolyne 48000 (New Hampshire, Estados
Unidos) a 550°C por aproximadamente 5 h hasta que la muestra estuvo libre de carbon.
Posteriormente se puso en un desecador hasta que se enfriara y se pesé obteniendo por diferencia el

peso del residuo. Los resultados se expresaron de acuerdo a la siguiente férmula:
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peso del residuo

% cenizas = X 100 (Ec.9)

peso de la muestra

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 dos veces en una charola
de aluminio seca y previamente pesada. La muestra se colocd durante aproximadamente 4.5 h en el
horno a 100°C y 131 mBar de presién hasta tener un peso constante. Los resultados se expresaron de

acuerdo a la siguiente férmula:

% Humedad = % x 100 (Ec.10)

Siendo
P, Peso de la muestra humeda

P, Peso de la muestra seca

CLORURO DE sODIO

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 anadieron 25 mL de AgNO;
0.1 N, 10 mL de HNOs (s.g. 1.42, 64-66%) y 50 mL de agua destilada, se calentd la mezcla hasta que
hirviera con constante agitacién y bajo adecuada ventilacidn. Posteriormente se afiadieron 15 mL de
KMnO, al 5% vy se siguidé calentando hasta que el color café de la solucién desaparecid y se dejé
enfriar. Se afiadieron 2 mL de indicador sulfato aménico férrico (8%) y se tituld con KSCN 0.1N hasta
el vire a un color café claro que perdure por 30 s. Se realizé un blanco con 2 mL de agua destilada. El

resultado se reportd de acuerdo a la férmula siguiente:

[(mL AgNO3XN AgNO3)—(mL KSCNXN KSCN])Xx0.0585X100
peso de la muestra en gramos

% cloruro de sodio = (Ec.11)
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GRASA

La grasa contenida en el queso fue determinada 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
esta pueda ser medida por diferencia de densidad. Se pesaron 3 g de queso triturado y se colocaron
en el butirdmetro, luego se afiadieron 10 mL de H,SO, para analisis de grasa en leche (91.1%,
Fermont), 1 mL de alcohol isoamilico (sp. g. 0.81, 20°C) y agua destilada (6 mL aproximadamente). Se
tapd el butirédmetro y se invirtié el tubo hasta que la muestra se homogeneizara. Se colocéd el
butirémetro en una centrifuga Funke Gerber (Berlin, Alemania) durante 5 minutos a 350 g (1350 rpm)

y 65°C. El porcentaje de grasa en el queso se leyd directamente de la escala del butirdmetro.

PROTEINA

La proteina en el queso fue determinada utilizando el método micro Kjeldahl de acuerdo a lo descrito
en la NOM-155-SCFI-2003, el cual consiste en la conversién del nitrégeno orgdnico presente en la
muestra a sulfato de amonio y la determinacion de la cantidad de nitrégeno de acuerdo a la cantidad
de amoniaco liberado. La digestion consistio en colocar 0.1 g de muestra en un matraz de bola de 30
mL, 0.35 g (aproximadamente) de una tableta catalizadora (composicion: 3.5 g de K,SO4 y 3.5 mg de
Se; Kjeltabs, marca Foss) y 2.5 mL de H,SO, al 98%. Los matraces se colocaron en un digestor y se
calentaron hasta que la apariencia del contenido del matraz fuera claro y sin restos de material por
digerir (4-5 h aproximadamente). Después se dejaron enfriar los matraces a temperatura ambiente y
se anadieron 10 mL de agua destilada al matraz. La muestra digerida y diluida se colocé en un
destilador GEOLAB (México) junto con 10 mL de NaOH al 30%. El destilado se recibié en un vaso de
precipitado con 6 mL de acido bdérico H3BOs al 2% y cuatro gotas de solucidn indicadora (mezcla 1:1
de rojo de metilo y verde de bromocresol) y se continud la destilaciéon hasta alcanzar un volumen
aproximado de 20 mL en el vaso. El destilado se tituld con solucién HCI 0.05N. El contenido de
nitrégeno y el % proteina se reportdé como se muestra a continuacidn utilizando un factor de

conversion de proteina para la leche de 6.38. Cada determinacién se realizé minimo por duplicado.

1.4007xml gastados de HCIXxNormalidad de HC!
peso en gramos de la muestra

% Nitrégeno = (Ec. 12)

% Proteina = %Nitrogeno X 6.38 (Ec. 13)
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2.22 ACTIVIDAD DE AGUA

La actividad de agua (aw) del queso se determind colocando una muestra previamente rallada de
aproximadamente 2-3 g en un higrometro de punto de rocio Decagon Aqualab Series 3 (Pullman,

Wabhington) y obteniendo su lectura a 24.5 £ 0.1 °C.

2.23 pH

El pH en el queso fue determinado de acuerdo a métodos estandar (Wehr & Frank, 2004) utilizando
un medidor de pH calibrado con soluciones buffer 4 y 7 Denver Instruments UB-10 (Colorado, E.U.A.)
y triturando la muestra de queso para un mejor contacto con el electrodo. Para la determinacidn se
utilizé un electrodo de base plana y se puso en contacto directo con la muestra de triturada hasta

que la lectura en la pantalla del equipo se estabilizé. La determinacidn se realizé por triplicado.

2.24 ACIDEZ TITULABLE

La acidez titulable del queso (ATqy) se obtuvo pesando 10 g de queso rallado dos veces en un vaso de
precipitado y afiadiendo 105 mL de agua a 40°C. La mezcla se agitd vigorosamente durante 10 miny
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% vy se titulé con una soluciéon
0.1 N de NaOH hasta el vire del indicador incoloro a rosa (AOAC, 1997). El resultado fue expresado

como porcentaje de acido lactico y se calculé de acuerdo a la Ec. 8.

2.25 COLOR

Las mediciones de color se realizaron colocando el queso en un colorimetro triestimulo Hunterlab,
Colorflex EZ (Virginia, E.U.A.) y utilizando pardmetros en el espacio de color CIELAB, donde L* indica la
luminosidad-oscuridad (100 a 0), a* que va del rojo(+) al verde(-) y b* que va del amarillo(+) al azul (-

) (Rynne et al., 2008). Para estandarizar el instrumento se utilizé un plato blanco con los siguientes
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valores: L*¥*=93.51; a*=-1.02; b*=1.36. La diferencia neta de color fue evaluada utilizando la Ec. 5y

comparando los tratamientos con los quesos de leche pasteurizada.

El angulo hue (h*) fue calculado utilizando la siguiente relacién:

*

_1 (b
h* = tan™1 (a—) (Ec. 14)
El indice de saturacion (croma, C*) se calculd con la siguiente ecuacion:

C*=+/(a*)?+ (b*)? (Ec. 15)

2.26 AMINOACIDOS LIBRES

La concentracidon de aminodacidos libres fue obtenida por el método de Cadmio-Ninhidrina (Wick et
al., 2004). Este método se basa en la reaccién colorimétrica del grupo amino de los aminoacidos con
ninhidrina en la presencia de sales de cadmio, y el contenido de aminodcidos libres se determina por
interpolacidon con una curva de absorbancia construida con una solucién de leucina. Las muestras se
prepararon realizando una dispersién de 5 g de queso triturado en 100 mL de solucién 62.5mM de
citrato trisédico a 50°C. La mezcla se colocé en un bafio de agitacién Polyscience (lllinois, E.U.A.) con
agitacion durante 1h, a una temperatura de 50 °C y 180 rpm. Se filtré cada una de las dispersiones
utilizando un papel filtro (Whatman No. 1) y se realizaron diluciones de esta mezcla utilizando
solucidn de citrato trisédico 62.5 mM (ver Tabla 8). Se afiadidé a un tubo eppendorf 100 pL de cada
dilucién, 200 pL de agua destilada y 600 pL de reactivo de Cd-Ninhidrina (0.8 g de ninhidrina se
diluyen en 80 mL de etanol absoluto 10 mL de acido acético glacial, seguido de la adicién de 1 g de
cloruro de cadmio previamente diluido en 1 mL de agua destilada), se utilizé como blanco 100 pL de
solucion de citrato trisddico. El tubo de reaccién se calenté de manera que la muestra alcanzara una
temperatura de 84 °C durante 5 min, se enfrio y centrifugd (Hettich 320R ,Massachussets, E.U.A) a
13000 rpm por 5 min. Se colocaron 200 pL de la fase superior de cada muestra en microplacas y
fueron leidas a una longitud de onda de 493 nm en un lector de placas Multiskan FC (Vantaa,

Finlandia).

La curva de calibracion se construyd con soluciones de leucina de 0-5 mM preparadas con citrato

trisédico 62.5 mM como se muestra en la Tabla 9. Los resultados fueron expresados en mg de leucina
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por g de queso. Este andlisis se realizé por duplicado los dias 1, 21,42, 63 y 84 durante la maduracién
del queso.

Tabla 8. Diluciones de la fraccion de citrato.

] FRACCION DE CITRATOO | SOLUCION BUFFER
DILUCION ]
DILUCION (pL) (uL)
1/1 100 0
1/2 100 de 1/1 100
1/4 100 de 1/2 100

Tabla 9. Preparacién de la curva de calibracién de Leucina (Leu).

CONCENTRACION DE Leu (mM) | SOLUCION 50 mM DE Leu (uL) | SOLUCION BUFFER (pL)
5.0 100 900
3.0 60 940
2.5 50 950
2.0 40 960
1.5 30 970
1.0 20 980
0.5 10 990

2.27 ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA

El andlisis de perfil de textura (TPA) fue realizado con un texturémetro Texture Technologies, TAXT-
Plus (Surrey, Reino Unido) utilizando cilindros de queso de 17 mm de diametro y 20 mm de alto que
se mantuvieron durante una hora a una temperatura de 4°C para alcanzar una temperatura en el
rango de 13-15°C durante la prueba. Las muestras fueron colocadas en la base todo propésito del
texturémetro y comprimidas dos veces con una sonda de 25 mm a 1 mm/s hasta un 50 % de su altura
original. A partir de los graficos de fuerza vs. tiempo (ver Figura 3) se calcularon las propiedades
mecanicas de dureza, cohesividad, elasticidad, masticabilidad y gomosidad (Caro et al., 2011). La
dureza (D) se definié como la fuerza requerida para comprimir la muestra al 50% de su altura original

durante el primer ciclo de compresién (F;); cohesividad (C) se definid como el cociente entre las areas
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bajo las curvas del segundo y primer ciclo de compresion (A,/A,); elasticidad (E) se definié como el
cociente entre los tiempos que toma comprimir la muestra hasta un 50% de su altura original en el
segundo y primer ciclo de compresion (t,/t1); gomosidad (G) se definié como el producto de la dureza
y la cohesividad (DxC); masticabilidad (M) como el producto de la gomosidad por elasticidad (GxE)

(O’Mahony et al., 2005).

Primer ciclo Segundo ciclo
Fy

Fuerza (N)

Tiempo (s)

Figura 3. Esquema tipico de un analisis de perfil de textura.

2.28 CAPACIDAD DE FUNDIDO

La capacidad de fundido se determind utilizando un método de Schreiber modificado (Voigt et al.,
2012). Cilindros de queso de 17 mm de didametro y 5 mm de alto se colocaron en un horno eléctrico
Binder (Tuttlingheim, Alemania ) a 232 °C por 5 min en el centro de una caja de Petri de vidrio Pyrex
con tapa (diametro 8.9 cm, 1.8 cm alto). Posteriormente las muestras se dejaron enfriar por 10 min a
temperatura ambiente y el incremento de drea superficial del queso fue calculado mediante un
sistema de imagen con contraste de color (Ortiz-Garcia-Carrasco et al., 2015) que utiliza fotografias
de las muestras antes y después del fundido y un analisis de incremento de area realizado por
computadora. Para ello, la imagen de los cilindros en la caja fue capturada junto con un objeto negro
de referencia (2.2 cm de didmetro) y fueron colocados sobre un papel verde que permitiera el

contraste suficiente del fondo. Las imagenes fueron obtenidas con una camara Digital Sony Cyber-
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shot (DSC-H90) con una resolucion 16.1 MP. El analisis por computadora se realizé una herramienta
de procesamiento de imagenes en Matlab (Matlab R2010a, MathWorks Inc., Natick, MA, USA) la cual
estima la fraccidon de pixeles que corresponde al drea cubierta por el queso y el objeto de referencia.
Obteniendo estos datos y conociendo las dimensiones reales del objeto de referencia se puede

calcular el drea de cada muestra y con ello el incremento de drea durante el fundido.

2.29 ANALISIS SENSORIAL DE LOS QUESOS

Se realizé una prueba sensorial de ordenacion (Lawless & Heymann, 2010) en quesos TS y LTLT con
una maduracién de 6 semanas. La evaluacién fue aplicada a 64 alumnos de la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Benemérita Universidad Autdénoma de Puebla. La preparacién de las muestras consistio
en cortar cubos de 1.5 cm de lado y colocar aproximadamente 5 de ellos (10 g aprox.) en recipientes
individuales codificados con un nimero aleatorio de 3 digitos para cada tratamiento. Las muestras
fueron colocadas a 10°C durante hora y media antes de la prueba. Durante la prueba los tres tipos de
muestras fueron colocadas ante cada consumidor al igual que un formato de evaluacion, agua y
galletas sin sal para limpiar su paladar entre muestras. El formato proporcionado consistio en la
evaluacion de cinco atributos/defectos (amargo, acido, metélico, pastoso, firmeza) caracteristicos de
quesos tipo Cheddar (Clark et al., 2009) por medio de la ordenacién de las muestras de menor a
mayor intensidad en cada caso, el formato utilizado se encuentra en el Anexo 6.4. Ademas se pidi6 a
los participantes que ordenaran las muestras de acuerdo a su nivel de agrado. Los datos recolectados
acerca de los atributos fueron analizados mediante un analisis de Friedman y un analisis de
ordenamiento por rangos. Para realizar el analisis de resultados se dio un valor de 1 a la menor
intensidad, 2 a la intensidad media y 3 a la mayor intensidad. El nivel de agrado fue analizado a través
del método indice R (R-Index) el cual proporciona un porcentaje aproximado en el que una muestra

es preferida sobre otra utilizando la siguiente férmula:

a(f+g)+ b(g)+ % (ae+bf+cg)

IR = (a+b+c)(e+f+g)

(Ec. 16)

Siendo a-g las sumatorias de ocurrencias de preferencia para los tratamiento 1 (T1) y tratamiento 2

(T2) de acuerdo a la codificacion indicada en la Tabla 10.
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Tabla 10. Codificacién de ocurrencias.

MAYOR AGRADO MENOR AGRADO
TRATAMIENTO
1 3
T1 a C
T2 e g

El valor minimo de /R es 50 y el maximo es 100. Si el valor es cercano a 50 no hay preferencia o gusto

hacia ninguno y cercano a 100 se prefiere absolutamente sobre el otro.

2.30 DISENO DE EXPERIMENTO ETAPA lII

El tiempo de maduracidn del queso establecido para desarrollar el estudio fue de 63 dias, realizando

determinaciones a los 1, 21, 42 y 63 dias. Los resultados se analizaron utilizando un modelo lineal

general (MLG) considerando como factores independientes el tipo de tratamiento (50% de amplitud;

6 min; 100% de amplitud, 4 min; y LTLT) y realizando la comparacién entre medias por prueba de

Tukey (p<0.05) mediante un software de analisis estadistico (Minitab 16.0).
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Il ANALISIS DE RESULTADOS
ETAPA |

3.1 POTENCIA EFECTIVA POR CALORIMETRIA

Se determind la potencia efectiva de los tratamientos en un volumen de 1 L de leche se obtuvo una
potencia efectiva de 43.80 £ 1.84 W para la amplitud de 50% y de 94.12 + 3.86 W para 100% en el
procesador ultrasonico 1, lo cual se encuentra en un rango similar a lo reportado por Chandrapala et

al. (2012a) quien reporta una potencia de 31 W para una amplitud de 50%.

Las pruebas de GCMS fueron realizadas en un equipo con las mismas caracteristicas pero ubicado en
otro laboratorio (procesador ultrasénico 2), para el cual se obtuvo una potencia efectiva de 73.48 +
1.42 W para la amplitud de 50% y de 138.17 £ 0.92 W para la de 100%. Estas potencias se encuentran
un poco mas elevadas de acuerdo a lo reportado en la bibliografia y podria deberse a diferencias en la

calibracion del equipo.

3.2 TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de particula en las muestras de leche TS se determind utilizando DSL y los resultados
fueron presentados por el equipo en una distribucion de volumen. En la Tabla 11 se muestran los
resultados calculados para los didmetros promedio. Los resultados se analizaron utilizando un MLG y
se obtuvo que las variables de amplitud y tiempo tuvieron efectos significativos (p<0.05) en todos los
parametros. El didametro promedio en volumen D[4,3] (didmetro promedio de Brouckere) refleja el
tamafio de las particulas que constituyen el volumen de la muestra, es decir es el didmetro de esferas
de volumen equivalente al de las particulas medidas, y es mas sensible a la presencia de particulas
grandes (Malvern Instruments, 2012). En este caso se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) al realizar la comparacion de medias con respecto a la amplitud y tiempo del
tratamiento; sin embargo, el valor promedio de este pardmetro disminuyd conforme el tiempo de TS
aumentaba. Por su parte el didmetro promedio en area D[3,2] (didmetro promedio Sauter) es
relevante cuando la superficie especifica de las particulas es importante y es mas sensible a la
presencia de particulas finas en la distribucion de tamafio (Malvern Instruments, 2012). En la

amplitud de 100% D[3,2] no presenta diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con
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respecto al tiempo pero en 50% el tratamiento de 6 min presenta una disminucién con respecto a la
leche cruda, no existe diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos pero, de igual manera que
D[4,3], el valor promedio disminuye con respecto al tiempo de TS. En esta misma Tabla Dsg, Dgg, D10
indican el didmetro por debajo del cual que el 50, 90 y 10% del volumen de las particulas se
encuentran en cada caso. El D;, no presenta variacion con respecto al tiempo para la amplitud 50%
pero incrementa con el tiempo de TS para la amplitud de 100%. De igual manera Dsg incrementa su
valor con respecto al tiempo en ambas amplitudes y Dg disminuye obteniendo un didametro menor
para la amplitud de 100%. La distribucidon de tamafio para cada uno de los tratamientos se observa

de manera mas adecuada en las Figuras 4y 6.

Tabla 11. Diametros promedio de particulas en leche tratada por TS.

, t AMPLITUD
PARAMETRO .
(min) 50% 100%

0 5.46 + 0.19" 5.03 +0.31*

2 5.09 + 0.00"™ 4.36 +1.31%

D[4’3] Aa Ba
4 5.09 +0.18 3.39+0.13

6 4.18 + 0.62* 2.42 +0.86""

0 5.17 +0.19" 4.74 + 0.30™

2 4.62 +0.10"" 3.87 +1.02"

D[3'2] Aab Aa
4 419 +0.41 3.11+0.16

6 3.69 +0.38"° 2.07 +0.76"™

0 0.14 + 0.01* 0.12 +0.01%

2 0.13 £ 0.02* 0.15+0.01*°

DlO Aa Bc
4 0.15+0.01 0.18 +0.01

6 0.16 + 0.02* 0.21 + 0.00*

0 0.30 + 0.02* 0.31 + 0.00*

5 2 0.34 +0.03" 0.41 +0.02**

%0 4 0.40 £ 0.04* 0.52 £ 0.07*

6 0.45 +0.01*° 0.46 + 0.01*°

0 4.51 +0.01* 3.93 +0.29"

5 2 3.59 + 0.14*" 2.75+0.16%%°

% 4 3.05 + 0.59"° 2.86 + 0.20"®

6 3.04 +0.02"° 1.84 + 0.54"°

! Didgmetros en pm. Valores promedio de duplicados.

’Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa de (p
<0.05) y los valores con diferente superindice en letra minuscula en la misma columna indica diferencia
significativa de (p <0.05).

*Temperatura de TS: 40+3°C.
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Se sabe que la distribucién de tamano de particula de leche cruda se caracteriza por ser bimodal y
tener un pico principal a 3.8 um aproximadamente correspondiente a los GGs (75% del volumen de
particulas) y un segundo pico mas bajo alrededor de los 0.2 um (25% del volumen de particulas)
correspondiente a las micelas de CN (Zamora et al., 2007). En la Figura 4 se tiene la distribucién para
la amplitud de 50% en la cual se observa este comportamiento bimodal con el pico maximo
correspondiente a los GGs en los 4.44 + 1.32 um y el de las CNs a 0.25 + 0.02 um aproximadamente
en leche cruda, se observa que al final de los tratamientos (min 6) el pico de los GGs se recorre a los
2.74+ 0.59 um. La Figura 5 consiste en un acercamiento a las particulas de menores a 1 um en la
amplitud de 50% y en esta se observa un ligero incremento en el tamafo de las particulas, lo cual
puede deberse a la asociacién de CNs con los GGs mas pequefios. Por otra parte la distribucion de
tamafio de GG para leche TS a amplitud de 100% se muestra en la Figura 6 y se observa el pico
maximo de los GGs se encuentra a los 3.82 + 0.69 um y el de las CN a 0.32 + 0.05 um en la leche cruda
y que el pico de los GGs se va recorriendo mas rapidamente que para 50% y a los 6 min el pico
maximo de los GGs se encuentra a 1.54 £ 0.79 um. De igual manera, en la Figura 7 se muestra la
distribucién para las particulas menores a 1 um en la amplitud de 100% observando un
comportamiento similar al de la Figura 5. De estos resultados se puede concluir que el tamafo
promedio del GG se ve disminuido al aumentar el tiempo de TS y al incrementar la amplitud, esto
debido a que los esfuerzos de corte y la turbulencia generada por la cavitacidn son capaces de

homogeneizar la grasa contenida en la leche (Bermudez-Aguirre et al., 2008; Wu et al., 2001).

Durante un proceso de homogeneizacién los GGs son mecanicamente divididos en GGs mas
pequefios lo cual permite que el area superficial de los mismos se incremente hasta 5-10 veces. En
este proceso la MGG se rompe y resulta insuficiente para cubrir en su totalidad el area superficial
formada por lo que las zonas hidrofdbicas de las CN y algunas PS se encargan de estabilizar el GG
adhiriéndose a la superficie y creando una nueva MGG (Hayes & Kelly, 2003). Algunos reportes
indican que para tratamientos de homogeneizacion a 30, 60 y 90 MPa en leche entera el D[3,2]
disminuye al aumentar la presién, alcanzando valores de 0.45, 0.25, 0.19 um respectivamente, con un
aumento correspondiente en la carga proteica del GG. En este mismo trabajo la aplicacién de un
tratamiento térmico (85°C, 20 min) previo a la homogeneizacién provocé una disminucion en la carga
proteica, fendmeno atribuido a la adsorcion directa de PS a la MGG, las cuales regularmente se

incorporan no por si mismas si no a través de las micelas de CN por formacion de complejo BLG-kCN.
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Figura 4. Efecto del tiempo de TS (amplitud 50%) sobre la distribucién de tamafio de particula en
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Figura 5. Efecto del tiempo de TS (amplitud 50%) sobre la distribucidn de particulas menores a 1um.
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Considerando que esta incorporacion disminuye la superficie disponible para adsorcién de micelas
esto pudo ocasionar la reduccién observada en la carga, junto con la desintegracion de micelas en
submicelas producto de la aplicacion de alta presidon (Cano-Ruiz & Richter, 1997). En tratamientos de
homogeneizacién a alta presién (HAP) (50-200 MPa) de leche entera se observa una reduccién de
tamano de GG de D[4,3] 3.19 a 0.47 um, con Dgy disminuyendo al aumentar la temperatura de
homogeneizacion, lo cual permitié que la grasa lactea estuviera totalmente liquida e incremento la
eficiencia del proceso (Hayes & Kelly, 2003). Utilizando condiciones de HAP (100, 200, 300 MPa) se
observoé una reduccién de D[4,3] de 2.9 a 0.4-0.1 um y de D[3,2] de 0.6 a 0.3 um (Zamora et al.,
2007). Comparando la reduccién reportada por HAP en tamafio de GG (~85%) con la obtenida en este
trabajo (23 -50%) es posible establecer que el ultrasonido genera una disminucion de menor
magnitud en tamafio de particula, probablemente debido a que las fuerzas involucradas en la primera
son mas intensas (cizalla, impactos de alta velocidad). Por su parte, autores como Shanmugam et al.
(2012), Vijakumar (2012), Chandrapala et al. (2012a) y Gao et al. (2014) reportan disminuciones de
diferente magnitud del tamafio de GG en leche tratada con US. Por ejemplo, en leche entera
sobrepasteurizada (90°C, 15 s) a partir de micrografias se determind que el tamafio promedio del GG
fue de 5 um y que al ser sometido a diferentes tiempos de US (150 mL, 20 kHz, 90-400W de potencia
eléctrica, 1-10 min, bafo de enfriamiento a 15°C) se presentaba una reduccién importante en el
tamafio de particula; por ejemplo, con 6 min a 225W los GGs con didmetros mayores a 2 um eran
poco frecuentes (similar a lo observado con una homogeneizacién convencional en este mismo
estudio) y con mas de 10 min prdcticamente todos tenian didmetros <2 um. Para 450W de potencia
un minuto de US fue suficiente para alcanzar el tamafio de particula de una homogeneizacién
convencional y con mayor tiempo la mayor parte de las particulas se encontraban distribuidas en
pequefios y finos fragmentos (Wu et al., 2001). Para leche pasteurizada y homogeneizada (72°C, 15
s) con y sin tratamiento de TS (200 mL, potencia eléctrica maxima 400 W, 24 kHz, 45-72°C ,10 min)
Riener et al., (2009) encontraron una reduccion de 90% de las particulas de GG desde 1.4 um para
leche sin TS hasta 0.5-0.6 um para aquella tratada con US. En otro trabajo pudo observarse una
disminucion del GG de 4.3 um a tamafios menores a 1 um a través de micrografias electrénicas de
barrido de GG de leche cruda entera sometida a TS (500 mL, 24 kHz, 120um, 10y 30 min, 63 £ 0.5 °C)
(Bermudez-Aguirre et al., 2008). Las reducciones observadas en estos reportes son cercanas al 70%,
por lo que se encuentran por arriba de lo observado en la presente investigacion. Sin embargo en
todos los casos las condiciones usadas por ellos fueron mas intensas. Los autores explican que las

fuerzas de corte generadas por la cavitacidon son capaces de romper la MGG dividiendo al GG en

65



particulas de menor tamafo y provocando que proteinas hidrofébicas como las CN comiencen a
adherirse a la superficie del GG creando un nuevo recubrimiento; también se observd la inclusién de
algunas PS lo cual en conjunto permite al GG tener un mayor nimero de sitios de interaccién durante
su incorporacion en una red proteica asi como una mejor insercién en la misma debido al menor

tamano.

Las micelas de CN y los GGs de grasa constituyen las particulas en leche que se encuentran en el
rango de tamafio que puede ser analizado por equipos de DLS como el empleado. Las micelas de CN
tienen tamafio aproximado entre 30-300 nm por lo que pueden influenciar los resultados de la
distribucién. En ocasiones, para determinar el cambio de tamano efectivo de GG, las proteinas
adsorbidas se remueven; por ejemplo, Olson et al., (2004) reportaron cambios en valores de DI[4,3]
de 3.04 um para la muestra disociada a 4.489 um para la no disociada. En esta investigacién las
proteinas no fueron disociadas de los GGs por lo que las proteinas agregadas a la MGG durante su

rompimiento contribuyeron al tamafio de las nuevas particulas de GGs.

Ademas de los cambios para el GG producidos por US se han investigado los cambios en tamafio de
las micelas de CN por fuerzas de US. En leche pasteurizada, homogeneizada y descremada (33 g/L
proteina, 1.5 g/L grasa) tratada con US (65 mL, 20 kHz, potencias efectivas de 20 y 41 W) a
temperaturas entre 22 y 37 °C durante tiempos de 15 a 60 min se observé una pequefia disminucién
en el tamano de la micela de CN atribuido a una disociacidn parcial de KCN (Shanmugam et al., 2012).
A conclusiones similares llegaron Gao et al. (2014), quienes reportan una disminucidn del tamafio de
micela que aunque no es significativa se atribuye a que los esfuerzos de corte generados por la
cavitacion son capaces de romper el enlace que une a k-CN a las micelas, por lo que el radio de la
micela puede disminuir ligeramente; esto a su vez seria capaz de justificar la disminucién en la
viscosidad observada en la muestra. Por su parte Chandrapala et al. (2012a) no reportaron
disminucion significativa en micelas de CN a tratamientos de potencia efectiva ultrasénica de 31W
por tiempos de 10-60 min. En leche reconstituida descremada y leche fresca descremada Nguyen &
Anema, (2010) se aplicaron tratamientos de US (18 g, 22.5 kHz, potencia efectiva de 50 W) por
tiempos de 0 a 30 min con vy sin control de temperatura y se encontré que el tamafo de particula
disminuia hasta 15 nm en el caso de los tratamientos con control de temperatura, por el contrario en
los tratamientos sin control de temperatura (>60°C) la misma disminucién de tamafio se obtenia en

los primeros minutos de US; sin embargo, tras 15 min de proceso comenzaba a incrementarse debido
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a la agregacién de las CN inducida por la desnaturalizacion de las PS a ese rango de temperaturas. El
efecto en soluciones de proteinas (caseinatos de sodio, aislados de proteina de suero y de leche)
sometidas a US (50 mL, 20 kHz, 34 W/cm2, 2 min, Tfinal 45°C) y analizadas por DSL indican
disminucion de tamano de los agregados de proteina, con un cambio de 245 a 58 nm para los
caseinatos, 433 a 72 nm para las proteinas de suero y 956 a 256 nm para las de proteinas de leche en
soluciones de 0.1 % y observando que el mayor cambio se observaba al primer minuto de US
(O’Sullivan et al., 2014). Es facil establecer que la magnitud del cambio observado con cada uno de
estos trabajos varia considerablemente en funcién de las condiciones de TS y el método de analisis;
sin embargo, en términos generales con esta informacion se confirma el efecto de homogeneizacion
producido por la cavitacidn lo cual se relaciona con los cambios funcionales observados en las

siguientes secciones.

3.3 CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA

Los valores de capacidad de retencidn de agua (CRA) obtenidos para cada uno de los tratamientos de
TS se muestran en la Tabla 12. Los resultados para el andlisis de varianza correspondiente demuestra
que el efecto de variables de amplitud y de tiempo es significativo (p<0.05) mostrando que a mayor
amplitud y tiempo de TS la CRA se incrementa. La comparacion de medias de Tukey para los
tratamientos indica solamente diferencias significativas con respecto al tiempo en la amplitud de
100%. Realizando comparaciones entre medias por el método de Dunnett casi todos los tratamientos,
excepto el de 50% con 2 min, son significativamente (p <0.05) diferentes de la media para la leche
pasteurizada mostrando una CRA mayor. El tratamiento con una amplitud de 100% y 6 min presentd
una CRA aproximadamente 19% mayor que el valor obtenido para la leche pasteurizada (59.78 +
1.06), lo cual confirma la pertinencia del uso de TS en leche como herramienta potencial para mejorar
el rendimiento quesero de la misma. El resultado obtenido coincide con lo reportado por autores
como Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas (2010) quienes observaron incrementos en rendimiento
para queso fresco; por su parte Wu & Mount (2001) y Riener et al. (2010) obtuvieron aumentos en la
CRA de yogur y un menor grado de sinéresis al pretratar leche con TS, aunque a contenidos elevados
de grasa la sinéresis observada es similar a la de un tratamiento convencional. Los resultados se
relacionan con una mayor cantidad de PS y grasa incorporadas en la red proteica formada y su
habilidad para retener agua (Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2010); Riener et al., 2009a). La

cavitacion y sus efectos mecanicos rompen la MGG y las CN y otras proteinas pasan a formar parte de
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esta membrana en los sitios que han quedado expuestos, mejorando la interaccion entre los GGs y la
red de CN. Por tanto, la disminucién del GG mejora su dispersién y su nueva MGG le permite formar

parte de la red proteica impidiendo también la contraccion de la misma (Guinee et al., 2006)

Tabla 12. Efectos de diferentes tratamientos de TS sobre la CRA.

AMPLITUD
t(min)
50% 100%
2 63.29+ 0.93"° 66.32+ 1.03"
6 68.93 +2.06" 71.16+0.41"°

!Los datos de se presentan como gramos de agua contenida en 100 gramos de cuajada + desviacion estandar
(n=2).

’Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa de (p
<0.05) y los valores con diferente superindice en letra mindscula en la misma columna indica diferencia
significativa de (p <0.05).

*Temperatura de TS: 40+3°C.

*Leche LTLT: 59.78 + 1.06

La retencion de PS desnaturalizada también influye sobre la CRA del gel. Estas proteinas se
caracterizan por ser globulares con una estructura terciaria y/o secundaria con una mayor tendencia
que las CN a desnaturalizarse, principalmente B-LG, la cual expone sus grupos funcionales,
principalmente tioles de cisteina, incrementando su disponibilidad y por lo tanto su reactividad con
otras moléculas. La desnaturalizacidon involucra la disociacién de enlaces intramoleculares no
colaventes, y algunas veces covalentes (primordialmente disulfuro) y por lo tanto se considera un
proceso endotérmico. La PS desnaturalizadas interaccionan entre ellas y con micelas de CN formando
grandes agregados a partir de enlaces hidrofébicos (complejo BLG-KCN). La agregacion de las
moléculas desnaturalizada requiere de energia para la formacion de enlaces intermoleculares, por lo

gue es una reaccion exotérmica (Chandrapala et al., 2011).

Estudiando tratamientos de HAP se ha observado que las PS desnaturalizadas suele agregarse a la
MGG a través de la formacién de complejo BLG-KCN creando una estructura capaz de retener una
mayor cantidad de agua debido a la propiedad higroscépica de las PS. Esta asociacién de las PS a la
superficie de las micelas impide estéricamente la fusion de las mismas por lo cual se obtiene una red
de proteinas que se contrae menos y es capaz de contener mas agua (Zamora et al., 2007). También

se ha encontrado que la desnaturalizacion de las PS ocurre en mayor proporcion cuando la leche es
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primero homogeneizada y luego calentada o cuando se aplica un tratamiento térmico a leche
descremada, esto debido a que la grasa dificulta la transferencia de calor pues incrementa la
viscosidad de la leche (Garcia-Risco et al., 2002). Por tanto, es posible que la disminucién del tamafio
de particula del GG por US actie de la misma manera disminuyendo la viscosidad y permitiendo la
desnaturalizacién parcial de algunas PS por efecto de cavitacidn; sin embargo este tema aun debe ser
estudiado pues existe controversia entre los resultados obtenidos por diferentes autores: mientras
algunos afirman que la desnaturalizacién por este efecto es posible (Shanmugam et al., 2012;
Chandrapala et al., 2012c), otros indican se debe sélo a los efectos del calentamiento concomitante a
los tratamientos de US (Nguyen & Anema, 2010). Las investigaciones publicadas acerca de este tema
emplean composiciones de leche y condiciones de tratamiento distintas a las empleadas en este
proyecto, por lo que una comparacién completa de resultados se torna complicada; aun asi en este
trabajo nunca se alcanzaron temperaturas cercanas o por arriba de las de desnaturalizacion de PS
(68°C) por lo que la tendencia de los valores obtenidos para CRA, al ser comparados con los obtenidos
por homogeneizacion convencional y HAP, podian ser mejor explicados si se acepta la existencia de

PS incorporadas al gel.

3.4 TIEMPO DE COAGULACION y pH.

Los resultados para el tiempo de coagulacién de la leche se muestran en la Tabla 13. El tiempo de
coagulacién promedio para la leche pasteurizada fue de 41.29 £ 0.90 min, por lo que de acuerdo a la
Tabla 13 se puede notar que los tratamientos con un menor tiempo de exposicion obtuvieron
tiempos promedio de coagulacién parecidos al tratamiento control y que el tratamiento de 100% con
6 min tiene un valor promedio 5 min menor que aquel del control. Sin embargo estadisticamente las
variables de amplitud y tiempo no fueron significativas (p<0.05), y no existieron diferencias
significativas con el valor promedio para la leche pasteurizada de acuerdo al método de Dunnett.
Algunos autores han reportado diferencias en el tiempo de coagulacion en leche tratada por TS; por
ejemplo Bermudez Aguirre et al., (2010) pretrataron leche a diferentes condiciones de TS (500 mL, 24
KHz, 129 mW/mL, 0-30 min, 63 y 72°C) y elaboraron queso fresco observando una disminucion en el
tiempo de coagulacién, de aproximadamente 1 h para los quesos de leche cruda y tratados
térmicamente, mientras que para los quesos TS fue menor a 30 min. En tratamientos TS (100 mL, 24
kHz, 1.99 W/cm? y 2.85 W/cm?, sonda 22 mm de didmetro, 50-300 s, <46°C) aplicados a leche entera

(3.9% grasa) homogeneizada se observaron reducciones de hasta 40% en el tiempo de coagulacién
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para el mayor tiempo de US a cada amplitud (Marchesini et al., 2012); de igual manera para leche
descremada reconstituida (pH 6.7) tratada con US (100 mL, 20 kHz, 286 kJ/kg, <30°C) se observd una
disminucion de 40 a 35.3 min (Liu et al., 2014). Resultados similares se han observado al comparar
leche homogeneizada y no homogeneizada por métodos convencionales (Garcia-Risco et al., 2002) y
en geles elaborados con leche HAP (Zamora et al., 2007). Los autores relacionan este resultado con
una mayor facilidad de interaccién entre los GGs y las proteinas debido a la presencia de PS en la
MGG vy la reduccidn de las particulas presentes en leche, ademas de que en otros estudios se ha
encontrado que incrementar el contenido de proteina promueve una agregacion mas rapida y resulta
en una estructura de gel mas abierta (Guinee et al., 2006). También puede asociarse con un efecto de
dilucién de k-CN pues las micelas se encuentran unidas a la MGG y una menor cantidad k-CN queda
expuesta disminuyendo el grado de hidrélisis requerido para iniciar la coagulacién, ademds de que
como se menciond anteriormente (ver Seccion 3.2) en algunos estudios se ha reportado que los
efectos de corte generados por la cavitacidon son capaces de romper algunos enlaces de k-CN con la
micela, provocando su separaciéon parcial. Sin embargo para las condiciones de TS utilizadas en este

trabajo el efecto en la reduccién del tiempo de coagulacidn no fue significativo.

Tabla 13. Efectos de diferentes tratamientos de TS sobre el tiempo de coagulacién.

AMPLITUD
t (min)
50% 100%
2 40.31+2.05% 40.57 + 3.63"
6 38.24 +3.10"° 36.30+0.36™

Valores promedio en min. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma fila indican
diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra minudscula en la misma
columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

*Temperatura de TS: 40+3°C.

*Leche LTLT: 41.29 + 0.90

Se determind el pH de la leche a una temperatura de aproximadamente 20°C antes de realizar la
prueba de tiempo de coagulacién. El pH promedio para las muestras tratadas con TS fue de 6.62 *
0.01 vy el de la leche pasteurizada de 6.65 * 0.01 observandose una disminucién en el valor promedio
de pH; sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa de acuerdo al andlisis de

varianza para los tratamientos y al método de comparacion de medias con el control (p<0.05).
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Varios autores mencionan que existe una pequefa variacion en el pH después del tratamiento.
Bermudez-Aguirre et al. (2009b) reportan disminucion de pH en leche cruda tratada con US (500 mL,
24 kHz, 0.86-2.85 W/cm?, 63°C, 30 min) con valores promedio de 6.8 para la leche cruda sin
tratamiento, 6.74 para leche tratada térmicamente y 6.64-6.61 para los tratamientos experimentales
de US. Marchesini et al. (2012) observaron cambios de pH desde 6.77 hasta 6.43 los cuales disminuian
al incrementar la amplitud de onda y el tiempo de US. Las pequefias variaciones se reportan como
cambios en la actividad enzimdtica de la leche debido al tratamiento y a una posible formaciéon de
nitritos durante el US ya que la reaccidn entre el nitrégeno y el oxigeno en las zonas de cavitacidn
puede generar acido nitrico (Chandrapala et al., 2012a) o también debido a hidrdlisis de los ésteres
fosforicos por un posible incremento en la actividad enzimatica promovida por la cavitacion
(Bermudez-Aguirre et al., 2009b). En caseinatos, aislados de proteinas de suero y leche se observa
también una disminucién del pH, lo cual puede relacionarse con exposicidon de residuos acidos de
aminoacidos durante el US (50 mL, 20 kHz, 34 W/cm2, 2 min, Tsna 45°C) (O’Sullivan et al., 2014).
Algunos otros autores no observaron cambios en pH en leche descremada cruda tratada (20 mL, 20
kHz, 91.2 um, 1-10 min) (Khanal et al., 2014) vy otros mencionan que los cambios de pH son
reversibles después de algunos minutos debido al equilibrio mineral propio de la leche ya que en
algunos estudios no se observaron cambios en concentraciones de calcio soluble por lo que
concluyen que el FCC no se ve afectado por los efectos de corte generados por la cavitacion
(Chandrapala et al., 2012a; Shanmugam et al., 2012). Por su parte las determinaciones en esta
seccion se realizaron después de la pasteurizacion de todos los tratamientos a temperatura ambiente,
por lo que a pesar de haber transcurrido varios minutos el pH de las muestras TS no se alcanzé el

mismo pH que la LTLT.

3.5 FIRMEZA DE GEL

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. Los resultados promedio
obtenidos para cada tratamiento se muestran en la Tabla 14. De acuerdo al andlisis de varianza
realizado tanto el efecto de la amplitud como el del tiempo de US fue significativo (p <0.05),
mostrando que muestras expuestas a mayor tiempo de TS presentan una menor firmeza de gel. La

muestra con el tratamiento con una amplitud de 50% con 2 min tiene la mayor firmeza de todos los
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tratamientos TS y la de 100% con 6 min la menor. Con excepcién del tratamiento de 50% 2 min,
todos los valores promedio de las muestras tratadas con TS exhiben menor firmeza (p<0.05) al de la
leche LTLT (0.124 + 0.002 N), estos resultados se encuentran relacionados de manera inversamente
proporcional a los resultados obtenidos para CRA (Seccién 3.3). Este mismo comportamiento lo
observaron Zamora et al. (2007) con geles de leche tratada a HAP y atribuyeron este fendmeno a la
incorporacién de PS, GGs y de agua al gel, los cuales en su conjunto debilitaron la estructura proteica
formada ya que existe un menor nimero de micelas de CN disponibles para formar una estructura
proteica firme. La estructura resultante del gel es mds abierta y porosa y la presencia de GGs
atrapados interrupen la continuidad del gel actuando como puntos débiles en la red. Algunos autores
han obtenido diferentes resultados en la elaboracién de geles a partir de mezclas reconstituidas de
proteina concentrada de suero, retenido de ultrafiltracion de PS 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 area superficial de las particulas, lo cual promueve la
asociacion de proteinas durante la formacidn del gel creando una estructura mds compacta (Zisu et
al., 2010). Sin embargo, estos autores no realizan mediciones de CRA. Para leche descremada tratada
(18 g, 22.5 kHz, potencia efectiva de 50 W) por tiempos de 0 a 30 min con 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). Las
diferencias en los resultados con los obtenidos en este trabajo puede deberse a las diferencias en
composicion de las matrices utilizadas, ya que en ambos casos el contenido de grasa en las muestras
fue minimo lo cual indica que en nuestro caso una mejor incorporacion de los GGs en la matriz,
debido a la presencia de CN en su superficie (como se menciond en la Seccidn 3.2), podria ser la causa

de una cuajada menos compacta.

En el caso de leche TS (200 mL, potencia eléctrica mdxima 400 W, 24 kHz, 45-72°C,10 min) empleada
para elaborar yogur se observé un incremento en la CRA y en la firmeza de gel del producto, el cual se
relaciond con interacciones entre las proteinas y los lipidos y con la disminucién del tamafio de
particula (Riener et al., 2009a). Se debe tomar en cuenta que la firmeza de gel para yogur y los
elaborados en este trabajo es de naturaleza distinta (diferente conformacién proteica y pH, por
ejemplo) por lo que en el caso de estos autores la combinacidon de la disminucién de tamafio
generada por la TS, la desnaturalizacién proteica ocasionada por las temperaturas de pasteurizacion

altas (>72°C) de este protocolo de elaboracién y el mayor nimero de interacciones en la red de
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proteinas son responsables de un producto con una estructura interna capaz de integrar mas agua

sin pérdida de firmeza.

Tabla 14. Efectos de diferentes tratamientos de TS sobre la firmeza de gel.

AMPLITUD
t(min)
50% 100%
2 0.117 + 0.008™ 0.097+0.001%
6 0.077 £ 0.003 % 0.070+ 0.001%°

!Los valores promedio (n=2) de firmeza de gel en N. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula
en la misma fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra
minuscula en la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

*Temperatura de TS: 40+3°C.

*Leche LTLT: 0.124 + 0.002

3.6 CAMBIOS DE COLOR EN LECHE

Los cambios de color observados en las muestras tratadas con TS se muestran en la Tabla 15. El
analisis de varianza para el disefio implementado mostré que para los parametros L* y b* el efecto de
las variables de amplitud y tiempo es significativo (p <0.05) y para a* no lo es. Los valores obtenidos
para la leche pasteurizada son L*= 78.88 + 0.19; a*=-3.76 £ 0.06 y b*=0.81 + 0.04 y las medias de los
tratamientos son diferentes (p<0.05) a las de la leche LTLT de acuerdo al método de comparacion vs
control de Dunnett. Al analizar los datos puede observarse que los tres parametros aumentaron
conforme se incremento la intensidad del tratamiento; es decir, L* aumentd y se observé un cambio
de color con tendencia hacia el rojo (+a*) y el amarillo (+b*). El cambio de color neto presenté
diferencias significativas (p<0.05) con respecto a la amplitud y al tiempo de TS, incrementando su
valor a mayor amplitud y tiempo de TS. Las variaciones en el parametro L* eran apreciables a simple
vista en comparacién con la muestra no sonicada pero no entre los tratamientos de US. El color
propio de leche se debe a la gran cantidad de particulas coloidales presentes que se encargan de
dispersar y absorber luz a diferentes longitudes de onda. La leche dispersa mas luz debido a la
presencia de los GGs y el color amarillo de la grasa lactea se debe a que el B-caroteno puede
absorber longitudes de onda cercanas a 460 nm (Fuquay et al., 2011). El incremento en el parametro

L* aqui observado se atribuye a la disminucidn del tamafio de particula de los GGs, lo cual permite
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una mejor dispersién de la luz en el espectro visible (Bermudez-Aguirre et al., 2008), mientras que el
incremento en el parametro b* a la liberacién y distribuciéon de los carotenoides contenido en los
GGs. Por su parte el cambio de a* con respecto a las muestras TS podria deberse a la formacion de
pigmentos por reacciones de Maillard que producen tonos cafés en leche (Walstra et al., 2006).
Bermudez et al. (2009) reportaron también en leche entera un aumento en los valores para el
parametro L*, disminucién en el parametro a* aunque reporta una disminucion en el parametro b*
para tratamientos de US con diferentes amplitudes de onda (500 mL, 24 kHz, 0.86-2.85 W/cm?, 63°C,
30 min).

Tabla 15. Efectos de diferentes tratamientos de ultrasonido sobre los pardmetros de color en leche.

AMPLITUD
COLOR t (min)
50% 100%
2 80.59 + 0.23"° 82.01+0.03%
L*
6 82.63+0.15"° 83.81+0.04%
2 -3.70 £ 0.08 " -3.62 +0.002 "
a*
6 -3.62+0.04" -3.61+0.00"
2 1.26+0.14% 1.76 £0.12"
b*
6 1.95 +0.04*° 2.18+0.10™
2 1.77+0.26" 3.28 +0.06 %
AE*
6 3.92 +0.16*° 5.12 +0.07%

! Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa de (p
<0.05) y los valores con diferente superindice en letra minudscula en la misma columna indica diferencia
significativa de (p <0.05).

*Temperatura de TS: 40+3°C.

Leche LTLT: L*=78.88 + 0.19; a*=-3.76 £ 0.06 y b*=0.81 + 0.04

El cambio neto de color de los tratamientos comparados con la leche pasteurizada varian
significativamente con respecto al tiempo de sonicacion (p <0.05). Bermudez-Aguirre et al. (2008)

reportan un cambio neto de color en leche TS a las condiciones antes enunciadas de 4.56 + 0.03 con
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respecto a la leche cruda. Estos cambios de color también han sido reportados en leche
homogeneizada (13.8/3.5MPa) (Rudan, Barbano, Guo, & Kindstedt, 1998). Por otra parte, no se
observaron cambios significativos de color en leche descremada y pasteurizada LTLT tratada con US
(20 mL, 20 kHz, 91.2 um, 1-10 min, en bafio de hielo) tras 1-5 min de US; sin embargo tras 10 min de
proceso hubo una disminucién en L* de 75.61 para la cruda a 72.33 para US; esta tendencia, distinta
lo esperado, puede atribuirse a que se realizé en leche descremada (Khanal et al., 2014). El parametro
a* aumento (de -5.36 a -4.15) y el b* disminuyé (de -1.13 a -2.30); asi, la diferencia de resultados con
respecto a los obtenidos en este trabajo con respecto al parametro b* se puede adjudicar también a

diferencias en el contenido graso de las muestras.

3.7 iNDICE DE PEROXIDOS

La MGG actua como un agente emulsificante que previene la floculacién y coalescencia de los GGs;
ademas protege la grasa de la oxidacién y la actividad enzimatica (Cano-Ruiz & Richter, 1997). Por
tanto, su ruptura durante la sonicacion y la formacion de radicales libres durante la cavitacién pueden
promover reacciones de oxidacién en leche producto de la aplicacién de tratamiento s de TS (Pingret
et al., 2013). Los hidroperéxidos son reconocidos por ser compuestos primarios de oxidacion por lo
qgue se determind el indice de perdxidos (IP) en leche cruda entera a diferentes tiempos de TS y dos
amplitudes de onda con el fin de observar si existia generacién de estos compuestos durante cada
tratamiento. Los resultados se expresaron en unidades de absorbancia y su razén en relacién con el
control se muestra en las Tablas 16 y 17. Una réplica del disefio completo se realizdé un dia después
para evitar en lo posible variabilidad atribuible a cambios en la composicién inicial de leche cruda.
Puede notarse en las tablas que los valores no presentan una tendencia clara; sin embargo, en la
mayoria de los resultados la leche TS presenta un valor de absorbancia menor al de leche cruda, lo
cual podria indicar descomposicion de los hidroperéxidos a productos secundarios de oxidacion
incluyendo aldehidos, cetonas, acidos, ésteres, alcoholes, e hidrocarburos de cadena corta. Un
resultado similar se observé en leche tratada a HAP donde un menor valor de absorbancia de
hidroperdxidos se relaciond con mayores concentraciones de hexanal y de valores de formacién de
productos secundarios de oxidacion por el método de acido tiobarbiturico (TBARS), concluyendo en
este caso que las altas temperaturas alcanzadas durante los tratamientos son capaces de promover la
formacidon de radicales alquilo y asi iniciar las reacciones de oxidacién (Pereda et al., 2008a). En el

caso de US se sabe que su aplicacion promueve la formacion de radicales libres, principalmente
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oxidrilos (Ashokkumar, 2011; Xingwang et al., 1996) que pueden actuar como iniciadores de

reacciones de autooxidacion de la grasa contenida en la leche (Choe & Min, 2006).

Tabla 16. Efecto del tiempo de TS (amplitud 50%) sobre el indice de perodxidos.

t (min) P IP (Réplica)
1.2 0.26 £ 0.03 0.26 £ 0.02
2.4 0.89 +0.03 0.09 £ 0.02
3.6 1.08 +0.06 0.32+0.00
4.8 0.38+0.00 0.83+0.01

6 0.81+0.03 0.22+0.01

'valores promedio de triplicados expresados como la razén con respecto a la leche cruda.
?Valores de absorbancia para leche cruda: IP (0.039 + 0.001), IP (Réplica) (0.046 + 0.003).
*Temperatura de TS: 40+3°C.

Tabla 17. Efecto del tiempo de TS (amplitud 100%) sobre el indice de perodxidos.

t (min) IP IP (Réplica)
1.2 0.35+0.04 0.40+0.10
2.4 0.66 £ 0.00 1.35+0.03
3.6 0.84 £ 0.00 0.58 £ 0.06
4.8 1.75+0.03 0.46 £ 0.00

6 0.50+0.03 1.56 £ 0.06

Valores promedio de triplicados expresados como la razén con respecto a la leche cruda.
?Valores de absorbancia para leche cruda: IP (0.045 + 0.001), IP (Réplica) (0.017 + 0.001).
*Temperatura de TS: 40+3°C.

El valor de absorbancia para la leche cruda se encontré en el rango de 0.046-0.017, lo cual coincide
con valores reportados por Pereda et al. (2008a) y @stdal et al. (2000) los cuales se encontraban entre

0.068 y 0.02 respectivamente.

No se han reportados valores para productos primarios de oxidacién generados por US pero algunos
autores como Marchesini et al. (2012) reportaron valores de TBARS los cuales expresaron en
unidades de absorbancia medidas a 532 nm y 450 nm. Los tratamientos que realizaron fueron en 100
mL de leche entera homogeneizada (3.9% grasa) con sonda de 22 mm, 24kHz, T= 46°C +1°C, con
intensidades de 1.99 W/cm? y 2.85 W/cm?, (correspondientes a 70% y 100% respectivamente de
amplitud de onda) y tiempos de 50, 100, 200 y 300 s. Sus resultados indican que la absorbancia a 450
nm es afectada por la duracion del tratamiento mientras que la absorbancia a 532 nm se ve afectada

por la interaccidn entre la duracién y la amplitud. De sus tablas se concluye que al incrementar la
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amplitud el valor de la absorbancia también se incrementa para ambas longitudes de onda, sin
embargo los valores promedio en los cambios en relacién al tiempo a pesar de ser significativos para
450 nm presentan una tendencia poco clara ya que no son constantes al incrementar o disminuir su
valor. Por otra parte Chouliara et al. (2010) en estudios con leche entera (3.5% grasa) tratada con US
(200 mL, 24 kHz, potencia eléctrica neta max. 200W, 0-16 min. 15-25 °C) reportd que entre
tratamientos no existian diferencias significativas al dia 0, sin embargo este valor se incrementé

durante 6 dias de almacenamiento en todas las muestras.

El comportamiento general al realizar una medicidn de IP y graficarla contra el tiempo de
almacenamiento o aparicidn, se caracteriza por ser una curva con un valor maximo; sin embargo, en
este estudio lo anterior no fue observado. Esto puede deberse a la naturaleza quimica inestable de
los hidroperdxidos, los cuales tienden a degradarse después de su formacion, especialmente a altas
temperaturas. La degradacidn de los hidroperéxidos se acelera al mismo tiempo que su velocidad de
formacidn se incrementa, creando una competencia entre ambos procesos (Aragao et al., 2008). En el
caso del US este proceso se ve afectado por la velocidad de formacion de radicales libres, la liberacion
de grasa durante el rompimiento de los GGs y las altas temperaturas locales alcanzadas durante las
implosiones de las burbujas, por lo cual es posible que estos factores influyeran en las tomas de
muestra y las determinaciones realizadas, ya que durante el proceso existiria una formacién y
degradacion de hidroperdxidos simultanea y esto se veria reflejado en incrementos y disminuciones
en el IP. Por esta razdon la determinacién de IP se recomienda para la fase inicial de oxidacidn.
Ademads, el muestreo mismo pudo influir en el resultado, dado que la muestra pudo extraerse
introduciendo la pipeta a diferente profundidad; considera que la intensidad del campo de cavitacion
(que depende de la forma del recipiente y la posicién de la fuente de irradiacién) influye en la
eficiencia de las reacciones sonoquimicas, las variaciones observadas pueden atribuirse a este
fendmeno (Liu et al., 2013; Rooze et al., 2011). En términos generales se considera hace falta recabar
mas informacidon experimental que permita conocer las cinéticas en la formacion de productos
primarios de oxidacién en procesos en los cuales la formacion de radicales libres se encuentra de

manera acelerada y en conjunto con temperaturas altas localizadas.

3.8 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS VOLATILES

Dado que, como se menciond en la seccidon anterior, los hidroperéxidos son transformados a una

mezcla de compuestos volatiles, no volatiles, polimeros y otros productos secundarios de oxidacion,
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se decidid analizar el contenido de compuestos volatiles en cada uno de los tratamientos de TS. En las
Tablas 18 y 19 se presentan los compuestos volatiles identificados en las muestras de leche tratadas
por TS a diferentes amplitudes y tiempos de proceso. En comparacidon con la leche cruda y
pasteurizada, la leche sometida a un proceso de TS presenta la generacidon de aldehidos como
pentanal, hexanal, heptanal, octanal, nonanal y algunos alquenos como 1,3 butadieno, isopreno, 1-
hexeno, 1-hepteno y 1-octeno. Para la amplitud de 100% ademas de los tiempos de proceso
planteados en el disefio se realizaron dos tratamientos con condiciones extremas (12 y 24 min). En la
Tabla 18 se puede observar que pentanal, hexanal, heptanal y 1-hepteno aparecen con los tiempos
del tratamiento mas cortos (2,4,6 min), pero se observan incrementos significativos en su
concentracién después de los 6 minutos de la aplicacion de US; asi también octanal, nonanal, 1-
octeno, 1-hexeno sélo aparecen al aumentar el tiempo de tratamiento (12 y 24 min). En el caso de la
amplitud de 50%, los alqguenos mencionados (hexeno, hepteno, octeno) y los aldehidos de mayor
peso molecular (octanal, nonanal) no aparecieron en los tiempos de proceso delimitados en el
disefio; ademas, los compuestos voldtiles como pentanal y hexanal incrementaron muy poco su
concentracién en la muestra. En ambas intensidades acusticas se observa un aumento del nivel de
tolueno en la muestra al incrementar los tiempos de TS. Se realizd un analisis de acuerdo a un MLG y
las variables de amplitud y tiempo fueron significativas (p<0.05) para 1,3 Butadieno, isopreno,
heptanal y nonanal. Para pentanal, hexanal y 1-Octeno la amplitud fue significativa (p<0.05) y para

tolueno lo fue el tiempo de TS.

Los aldehidos y n-alquenos identificados en las muestras analizadas son productos secundarios de
reacciones de oxidacién lipidica. La descomposicién de hidroperdxidos de acidos grasos insaturados
es la principal causa de la formacién de estos compuestos; por ejemplo, el acido linoleico es precursor
del hexanal y heptanal y el oleico del octanal, nonanal y decanal por mencionar algunos (Torkamani
et al., 2014; McSweeney & Fox, 2009) Esta descomposicion se lleva a cabo de varias maneras y en
multiples pasos, de los cuales el primero es el rompimiento del enlace O-O del grupo hidroperéxido
generando radicales hidroxi y alcoxi, y el segundo consiste en el rompimiento homolitico del enlace C-
C a ambos lados del grupo alcoxi; la terminacién acida proveniente de esta descomposicion forma los
aldehidos y ésteres, mientras que la otra seccidon genera hidrocarburos (Fennema, 1996). Algunos
compuestos como 2-heptanona y 2-nonanona estan son caracteristicos de leche tratada

térmicamente (Vazquez-Landaverde et al., 2005).
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Tabla 18. Compuestos volatiles generados en leche tratada por termosonicacion a 100% de amplitud.

Tiempo de Sonicacién (min)

COMPUESTO (miny | 1dentificacion pacieone , . ] . y
1,3 Butadieno 1.38 TR, EM nd® 0.098° 0.397° 0.344° 0.505° 1.449°
Isopreno 1.65 TR, EM nd? 0.043° 0.180% 0.156% 0.517° 1.263°
1-Hexeno 1.92 TR, EM, E nd® nd® nd® nd® 0.136° 0.602°
Benceno 2.62 TR, EM, E 0.023° 1.052° 1.738° 0.756° 0.846° 1.136°
1-Hepteno 3.02 TR, EM nd® 0.035° 0.156% 0.180% 0.331%® 0.880°
Pentanal 3.15 TR, EM, E nd® 0.153° 0.187° 0.138° 0.173° 0.404°
Tolueno 4.84 TR, EM, E 0.461° 0.771% 0.998° 0.623% 0.738% 2.051°
1-Octeno 5.75 TR, EM, E nd’ nd’ 0.029° 0.078% 0.221° 0.672°
Hexanal 6.23 TR, EM, E nd® 0.153° 0.178° 0.144° 0.310%° 0.899°
2-Heptanona 11.56 TR, EM 0.222° 0.242° 0.288° 0.205° 0.267° 0.460°
Heptanal 12.13 TR, EM nd’ nd’ 0.102% 0.097° 0.238° 0.761°
Octanal 17.31 TR, EM, E nd® nd® nd® nd® 0.046° 0.160°
2-Nonanona 21.23 TR, EM 0.099° 0.124° 0.135° 0.094° 0.130° 0.228°
Nonanal 21.71 TR, EM nd’ nd® 0.063% 0.059% 0.159° 0.532°

1 . . . . , . 7 7 .
Valores promedio de mediciones replicadas (n=2) expresados como area relativa al area del patrén interno.

? Los valores con diferente superindice en la misma fila indican diferencia significativa de (p <0.05).

3TR, tiempo de retencion; EM, espectro de masas; E, compuesto estandar; nd, no detectable.

*Temperatura de TS: 40+3°C.
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Tabla 19. Compuestos volatiles generados en leche tratada por termosonicacidon a 50% de amplitud.

COMPUESTO TR Identificacion | Cruda | Pasteurizada iempo de Sonicacién (min)
(min) 2 4 6
1,3 Butadieno 1.38 TR, EM nd nd? 0.081% 0.137° 0.251°
Isopreno 1.65 TR, EM nd nd® nd® 0.073° 0.133°
1-Hexeno 1.92 TR, EM, E nd nd nd nd nd
Benceno 2.62 TR, EM, E 1.29 0.023° 0.303° 1.354° 1.000°
Pentanal 3.15 TR, EM, E nd nd® 0.070% 0.120* 0.148°
Tolueno 4.84 TR, EM, E 0.73 0.461° 0.631% 0.971° 0.779*
1-Octeno 5.75 TR, EM, E nd nd nd nd nd
Hexanal 6.23 TR, EM, E nd nd® 0.095° 0.116° 0.143°
2-Heptanona 11.56 TR, EM 0.11 0.222° 0.262° 0.301° 0.256°
Heptanal 12.13 TR, EM nd nd’ nd® nd® 0.072°
Acido hexanoico metil éster 13.50 TR, EM 3.37 nd nd nd nd
Octanal 17.31 TR, EM, E nd nd nd nd nd
2-Nonanona 21.23 TR, EM 0.07° 0.099° 0.132° 0.130° 0.113°
Acido octanoico metil éster 22.57 TR, EM 1.70 nd nd nd nd
Nonanal 21.71 TR, EM nd nd nd nd nd
Acido decanoico metil éster 29.83 TR, EM 0.50 nd nd nd nd

! Valores promedio de mediciones replicadas (n=2) expresados como area relativa al area del patrén interno.
? Los valores con diferente superindice en la misma fila indican diferencia significativa de (p <0.05).

3TR, tiempo de retencion; EM, espectro de masas; E, compuesto estandar; nd, no detectable.

*Temperatura de TS: 40+3°C.



Algunos autores han reportado resultados similares a los obtenidos en este trabajo pero utilizando
volumenes menores en el tratamiento, lo cual puede influir sobre la magnitud de los cambios
observados en leche. Por ejemplo, Riener et al. (2009) utilizaron leche de vaca previamente
pasteurizada y homogeneizada (1.5% grasa) y aplicé tratamientos de TS (200 mL, 24 kHz, potencia
eléctrica neta max. 400 W, 2.5-20 min, 45°C inicial), reportando incrementos en la concentracion de
1-hexeno, 1-octeno, 1-noneno, 5-metil-1,3-ciclopentadieno, benceno, tolueno, p-xileno, hexanal y
heptanal durante los primeros 5 minutos de tratamiento, después de este tiempo la concentracion se
mantenia casi constante y la produccidn total de volatiles se mantuvo constante después de los 8 min
de US. Los autores relacionan la aparicion de malos olores y sabores debido a la generacidén de estos
compuestos organicos volatiles. Por otra parte, Chouliara et al. (2010) realizaron diferentes
tratamientos de US (200 mL, 24 kHz, potencia eléctrica neta mdax. 200W, 0-16 min. 15-25 °C)
utilizando leche entera (3.5% grasa) y reportaron un sabor a “quemado” en las muestras tratadas. En
este estudio también se identifico el incremento de aldehidos (pentanal, hexanal, heptanal y octanal);
alcanos C6-C9 (2,2,4 trimetil pentano) -que pudo ser originado a partir del rompimiento pirolitico de
los acidos grasos-, de benceno -que lo atribuyen a la sondlisis de monoenos y dienos ciclicos y de

tolueno, debido a la descomposicién de B-caroteno.

Torkamani et al. (2014) aplicaron tratamientos de US ( 860 mL, 20-2000 kHz, potencia efectiva 14-345
W 10-30 min, 37°C) a suero de queseria pasteurizado (73.9°C, 15 s). En su estudio caracterizaron la
generacién de radicales libres con cada arreglo de pardmetros en medio acuoso a través de la
medicidn de la concentracién de perdxido de hidrégeno. Estos autores encontraron que, en general,
estos valores incrementaban con la frecuencia utilizada y la cantidad total de energia entregada. De
acuerdo perfil de compuestos volatiles encontrados tanto sus muestras sonicadas como las no
sonicadas contienen en su mayoria acidos, alcoholes, cetonas y contiene aldehidos en una menor
concentracién. Observaron aumentos en la concentracidon de estos compuestos al comparar muestras
crudas y pasteurizadas lo cual lo relacionan con radicales libres ya contenidos en su materia prima.
Sin embargo la concentracion de aldehidos no incrementé con la aplicacion de US, lo cual lo atribuyen
a la presencia de antioxidantes naturales como lactoferrina y los grupos sulfhidrilo de las proteinas de
suero. El perfil de lipidos polares contenido en las muestras tratadas y posteriormente liofilizadas fue
analizado por cromatografia de liquidos y no se observaron cambios. Sin embargo las muestras
pasteurizadas comparadas con la cruda tuvieron una mayor cantidad de acidos grasos lo cual los

autores relacionan con un posible aumento de lipdlisis generada por los cultivos lacticos provenientes
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de la elaboraciéon del queso y lo cual podria exponer estos acidos a una oxidacion mas facil. Las
muestras sonicadas no presentaron cambios en su perfil de acidos grasos indicando que estos no
fueron consumidos por alguna reaccion de oxidacion, por lo que concluyen que el US no promueve

una oxidacion lipidica importante en suero de queseria.

Juliano et al. (2014) estudiaron la generacién de compuestos volatiles en varios sistemas de US en los
cuales combinaron las siguientes variables: tipo de leche (entera 4.1% grasa, cruda, pasteurizada,
homogeneizada-pasteurizada y descremada comercial), volumen de trabajo (0.3-1 L), frecuencia (20,
400, 1000, 1600, 2000 kHz), temperatura (4,20, 45 y 63°C), tiempos de US (5, 16, 20 min) y energia
especifica (<409 kiJ/kg). Para leche cruda y pasteurizada mencionan que obtuvieron sélo compuestos
voldtiles caracteristicos del manejo y almacenamiento de la leche y que la mayoria de éstos
incrementd su concentracion con el tiempo de tratamiento. Sus resultados indican que la formacion
compuestos secundarios de oxidacion (pentanal, nonanal) rebasa un limite de olor (acuoso) a
frecuencias de 400 y 1000 kHz a energias especificas mayores a los 271 kl/kg en leche cruda. Indican
que por debajo de los 230 kJ/kg de energia en sistemas por lotes a bajas temperaturas no se observé
generacién de estos compuestos. Mientras tanto, el cociente de la concentracién de los compuestos
encontrados entre un valor limite de deteccién del mismo compuesto en agua (valores activos de
olor), indican que un valor mayor a la unidad caracteriza a un compuesto que puede ser detectado
sensorialmente en la muestra; los compuestos reportados incluyen pentanal, nonanal y 2,3
octanodiona. Algunos de los compuestos obtenidos en este proyecto se encuentran en el rango de
valores reportados por Juliano et al. (2014); por ejemplo, un tratamiento de US a 20 kHz, 5 min, 45
°C con energia especifica de 22 ki/kg en 1 L de leche son similares a los aqui reportados a 24 kHz, 4
min, 40°C con energia especifica de 16.22 kl/kg (por ejemplo, la razdén de la concentracidn en la
muestra y la concentracion de umbral para pentanal fue de 0.09 y 0.10, respectivamente). Las
diferencias en los niveles de deteccion de otros compuestos (p.e. nonanal, con 0.57 vs 0.00,
respectivamente) puede deberse a diferencias en los métodos cromatograficos y/o de extraccidn
empleados. De acuerdo a los resultados de este reporte, se estima que la oxidacion en leche inducida
por US puede ser controlada disminuyendo el tiempo de US y la temperatura y esto concuerda con
investigaciones acerca de la formacion de radicales libres en varios sistemas como ya se menciond en

la Seccién 1.7.
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La generacién de los radicales se encuentra en funcion de diversos parametros incluyendo
caracteristicas del fluido a tratar, volumen, frecuencia, presién, intensidad acustica y tiempo del
tratamiento (Sivasankar et al., 2007). Por esta razdn, la comparacidn cuantitativa con los resultados
reportados por otros autores no es posible, ya que las concentraciones de los compuestos volatiles
reportadas son en gran medida mayores comparados con los obtenidos en este trabajo, lo cual se
debe a que los experimentos fueron realizados con condiciones mas severas de tratamiento. Sin
embargo, la tendencia observada y los compuestos identificados son similares. En este trabajo se
observo que los tiempos planteados en el disefio (2-6 min) presentan una menor generacion de
compuestos comparados con los tratamientos adicionales realizados a condiciones extremas (12 y 24

min), como puede observarse en las Tablas 21y 22.

3.9 ANALISIS SENSORIAL EN LECHE

En términos generales, el sabor de la leche se caracteriza por tener un flavor neutro, ligeramente
dulce, sin ningun resabio, dejando una sensacién limpia y placentera en la boca (McSweeney et al.,
2009; Clark et al., 2009). Sus compuestos principales, en especial la grasa y la lactosa, son los que
brindardn estas caracteristicas sensoriales a la leche. Sin embargo, como se ha mencionado en
secciones anteriores, las reacciones de degradacién de estos constituyentes originan compuestos de
sabor y aroma desagradables e indeseables, estas pueden dividirse en tres categorias: oxidaciéon
lipidica, cambios durante proceso (por ejemplo la pasteurizacion o cualquier tecnologia no térmica), y
la fermentacién lactica. (McSweeney & Fox, 2009). En este trabajo, después de la identificacion de
compuestos volatiles se realizé un analisis sensorial descriptivo en los tratamientos LTLT, 100% con 4

y 24 min y 50% con 6 min para determinar si existe alguna relacidn entre ambas determinaciones.

En la Figura 8 se muestra la grafica radial con los promedios obtenidos para cada defecto evaluado,
se observa que la leche LTLT es la que presenta calificaciones menores para cada uno de los defectos,
seguida de la leche 50%, 6 min y 100%, 4 min. Para las muestras tratadas con TS los defectos con
mayor puntuacién fueron oxidado, rancio y metdlico, en ese orden; en este caso el proceso de 100%,
24 min se implementé como un tratamiento extremo que, como era esperado, obtuvo las

calificaciones mas altas para cada uno de estos defectos.
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Figura 8. Grafico radial del analisis sensorial descriptivo.

El resultado del PCA se resume en la Tabla 20y la Figura 9. En la Tabla 20 se muestran los valores
propios de cada factor y el porcentaje de varianza para cada uno de ellos, asi como el porcentaje
acumulado. En esta se puede observar que el 78.74% de la variaciéon de los datos puede ser
explicado por el factor 1 (F1) y 20.61% por el factor 2 (F2), para una representacién acumulada del
99.26% del total de la variacion de los datos. Por su parte, el grafico bidimensional indica que la
mayoria de los defectos estan correlacionados y son explicados por el F1, es decir, si uno aumenta
los otros también lo hardan; las Unicas excepciones son los defectos acido y fermentado que tienen
una relaciéon independiente de estos. De la Figura 9 también se concluye que el tratamiento 100%
con 24 min se describe por casi todos los defectos analizados (amargo, oxidado, metalico, quimico
y rancio); la muestra 100% 4 min tiene como defectos principales a la acidez y el fermentado; y la
muestra 50% con 6 min es la mas parecida al tratamiento control (LTLT). Estos dos tratamientos no
se encuentran definidos por alguno de los defectos reportados, ya que soélo presentan notas

ligeras de los mismos.
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Tabla 20. Valores propios de cada factor.

F1 F2 F3
Valor propio 5.505 1.443 0.052
% varianza 78.645 20.614 0.741

% acumulado  78.645 99.259 100.000

Biplot (ejes F1y F2: 99.26 %)
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Figura 9. Proyeccién bidimensional de datos obtenidos del anélisis de componentes principales.

De los atributos evaluados, es conocido que el defecto acido en leche es producido principalmente
por la fermentacion de la lactosa por las bacterias acido lacticas; el sabor amargo esta asociado
con otros defectos de sabor como el rancio y puede deberse a la presencia de hierbas especificas
en la alimentacién del ganado, a bacterias psicrétrofas y protedlisis; el defecto fermentado es
producido por el crecimiento de bacterias psicrétrofas, especialmente Pseudomonas ; el quimico a
el uso de soluciones sanitizantes en el proceso; y el rancio a reacciones lipoliticas de los

triglicéridos causada por las lipasas contenidas en la leche (Clark et al., 2009). De estos, de acuerdo
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a la Figura 8, se puede concluir que las muestras no presentaron en gran medida los defectos
guimico, amargo y fermentado lo cual era de esperarse pues se tuvo control de la sanitizacion de
los recipientes y todas las muestras fueron pasteurizadas por lo que se evitd el crecimiento
bacterias deteriorativas. El origen de la acidez en la muestra 100% con 4 min no puede ser
claramente explicada con la informacion recabada hasta este punto, dado que la mayoria de las
bacterias acidolacticas son eliminadas durante la pasteurizacidn, es poco probable que este sabor
se desarrollara por crecimiento microbiano, a menos que hubiera existido una posible

recontaminacién postproceso de leche.

Los defectos sensoriales causados por oxidacidn de las grasas se dividen en dos principalmente:
metadlico y oxidado. El defecto metalico resulta de la oxidacion lipidica que es inducida por la
accion catalitica de radicales metdlicos principalmente, y se caracteriza por ser persistente
después de que la muestra ha sido probada. (Clark et al., 2009). Este sabor se atribuye a la
generacién de aldehidos (pentanal y hexanal, octanal, nonanal), cetonas (en menor
concentracién), alcoholes e hidrocarburos (Fuquay et al., 2011; Barrefors et al., 1995). El defecto
oxidado (inducido por luz) se debe a oxidacidn lipidica y degradacion de aminoacidos, siendo la
reaccion mds comun la oxidaciéon de cisteina, lo cual produce mercaptanos, sulfuros y
dimetilsufuros. La sensacion que provoca pude confundirse con el metdlico ya que ambos
provienen de productos de oxidacién lipidica; sin embargo, es diferente y se considera similar al

sabor de un papel humedo (Clark et al., 2009) o sabor quemado, cocido, medicinal o plastico.

Para las muestras tratadas por TS los defectos de metalico y oxidado son caracteristicos y
presentan los mayores puntajes, a diferentes niveles, en los tres tratamientos, lo cual concuerda
en lo discutido en las secciones 3.7 y 3.8, demostrando que el US promueve reacciones de
oxidacion en leche. Algunos autores como Chouliara et al. (2010) realizaron un analisis sensorial
para diferentes tratamientos térmicos y de US (200 mL, 24 kHz, potencia eléctrica neta max.
200W, 0-16 min. 15-25 °C) en leche entera (3.5% grasa) y reportan calificaciones mas bajas de olor
y sabor para tratamientos de US, considerando que el sabor fue un atributo mds afectado que el
olor de las muestras. Ademas, la leche US presentd un resabio descrito como quemado y extrafio.
En su estudio no se pudo corroborar una correspondencia completa entre los datos de oxidacion

lipidica, microbiologia, compuestos volatiles y el analisis sensorial.
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Para relacionar los resultados obtenidos mediante el andlisis de GCMS (Seccién 3.7) se generé la
Tabla 21 utilizando el valor de deteccion de sabor de algunos aldehidos en leche y calculando el
valor activo para cada tratamiento, dividiendo la concentracidn del compuesto entre el valor de
deteccién. Cuando un compuesto alcanza la concentracién de su umbral de sabor en el medio, el
defecto se vuelve evidente para el consumidor. De acuerdo a la Tabla 21 esto se alcanzaria
conforme el valor activo se acerca a la unidad. Como puede observarse, en ningun caso el valor
activo sobrepasa la unidad, lo cual indicaria que ninguno de los compuestos puede ser detectado
sensorialmente en las muestras. Sin embargo, el andlisis sensorial realizado indica que las
muestras con un mayor tiempo de TS tienen mds marcados los defectos relacionados con
compuestos producidos por oxidacién. Esto podria explicarse ya que se sugiere que el nivel de
deteccion absoluto de sabores oxidados en leche se debe a un efecto aditivo de compuestos; es
decir, que aunque la concentracién de cada compuesto se encontrara por debajo del nivel de
deteccion de los mismos, la concentracion combinada de varios serian suficientes para exceder un
nivel de deteccion de sabor oxidado, lo cual incrementa con el nimero de compuestos (Day et al.,
1963; Jeon et al., 1978; Clark et al., 2009), ademds de que es posible que debido a la metodologia
utilizada algunos compuestos que también contribuyen a la deteccion no fueran identificados

durante el analisis GCMS.

La presencia de aldehidos es la principal causa del desarrollo de sabores desagradables en leche
debido a sus bajos umbrales de deteccion (Vazquez-Landaverde et al., 2005). De los compuestos
identificados el hexanal es el que tiene el mayor valor activo en todos los casos. El hexanal puede
ser utilizado como un indicador de oxidacion en productos lacteos como la mantequilla (Panseri et
al., 2011). Se forma principalmente durante la oxidacidn del acido linoleico y su olor es descrito
como “pastoso”. En leche oxidada por iones cobre al mayor cambio observado fue el aumento en
la concentracién de hexanal, y en leche con oxidacién inducida por luz se tiene una mayor
concentracién de acetaldehido y pentanal (Jenq et al., 1988). En este caso es posible que la
formacidn de hexanal sea también un indicador importante que relacione los resultados obtenidos
en el andlisis sensorial, concluyendo que a menor tiempo de tratamiento la concentraciéon de

hexanal es menor y por lo tanto la calidad sensorial de la leche no sera afectada en gran medida.
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Tabla 21. Valor activo de sabor para diferentes tratamientos de TS en leche.

PENTANAL | HEXANAL | HEPTANAL | OCTANAL | NONANAL

TRATAMIENTO | =4 13) (0.05) (0.12) (0.46) (0.22)
Leche Cruda nd nd nd nd nd
LTLT nd nd nd nd nd
50% 2 min 0.005 0.019 nd nd nd
4 min 0.009 0.023 nd nd nd
6 min 0.011 0.029 0.006 nd nd
100% 2 min 0.012 0.031 nd nd nd

4 min 0.014 0.036 0.009 nd 0.003

6 min 0.011 0.029 0.008 nd 0.003

12 min 0.013 0.062 0.020 0.001 0.007

24 min 0.029 0.150 0.059 0.003 0.023

Valor activo de sabor calculado a partir de dividir la concentraciéon en la muestra entre el umbral de
deteccion de sabor en leche. El valor de deteccién en leche pasteurizada homogeneizada para cada
compuesto aparece entre paréntesis y sus unidades son ppm (Day et al., 1963).

3.10 SELECCION DE TRATAMIENTOS

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Etapa | de este trabajo, puede concluirse que los
tratamientos de TS aplicados en leche entera son capaces de incrementar la CRA y disminuir la
firmeza de los geles elaborados con ella sin alterar el tiempo de coagulacion; ademas pueden
ocasionar cambios de color, principalmente por incremento de luminosidad; homogeneizar grasa e
iniciar reacciones de oxidacién lipidica que disminuyen la calidad sensorial de la leche. En la
mayoria de los pardmetros medidos, la respuesta obtenida es proporcional a la energia entregada

durante el tratamiento y la amplitud utilizada.

Para la seleccion de los tratamientos que se utilizaran en la siguiente etapa, debe considerarse que
a la vez que se pretende incrementar el nivel de parametros como CRA, es necesario utilizar
tratamientos en los cuales el grado de oxidacion no sea severo, por lo que se propone el uso de
dos tratamientos con una energia especifica similar pero aplicando distintas amplitudes de onda.

En el caso de la amplitud de 50% se propuso el uso de un tiempo de 6 min (energia especifica, E, =
15.77 W-s/ml, ver Anexo 6.2) ya que demostré ser un tratamiento con un perfil sensorial similar al
LTLT y una CRA adecuada. En el caso de la amplitud de 100% se decidié utilizar un tiempo de
proceso de 4 min (E, =22.59 W-s/ml) por tener una duracion intermedia y en consecuencia,

valores intermedios de energia entregada a la muestra.

88



ETAPAII

3.11 POTENCIA EFECTIVA POR CALORIMETRIA

Se determind la potencia efectiva de los tratamientos por el método calorimétrico de acuerdo a lo
descrito en la Seccion 2.15. El resultado para un volumen de 3 L de leche fue de una potencia

efectiva de 37.38 £ 1.18 W para la amplitud de 50% y de 95.0 £ 3.81 para la de 100%.

3.12 COMPOSICION LECHE

La leche de queseria se estandarizd a un 3% grasa utilizando el analizador ultrasénico previamente
descrito. Después de la pasteurizacion de cada tratamiento se obtuvo nuevamente la composicién
de la leche y los resultados de los valores promedio se muestran en la Tabla 22. Se observaron
incrementos significativos (p<0.05) de grasa y proteina en las muestras TS en comparacidn con
leche LTLT y con la leche cruda, principalmente en el tratamiento de 50% en el cual el aumento
aparente en grasa fue de 0.15 % y de proteina de 4%. El tratamiento de US puede alterar la
estructura y distribucidn de los componentes en la leche, sin embargo es imposible que genere un

incremento en la cantidad de los mismos.

Tabla 22. Composicién de la leche después de la aplicacién de tratamientos de conservacion.

PARAMETRO LTLT 50% 100%
Grasa 3.02+ 0.04° [ 3.15+0.06° | 3.11 + 0.07*°
SNF 8.24+0.06° | 8.23+0.07° | 8.22 +0.15°

Lactosa 4.53+0.03° | 4.52+0.04° | 4.52 +0.08°
Sélidos totales | 0.67 + 0.01° | 0.68 + 0.00° | 0.67 + 0.01°

Proteina | 2.30%0.01° | 2.34 £0.00° | 2.33 +0.01°

1 . . . , . . .
Valores promedio expresados en porcentaje en peso. Los valores con diferente superindice en la misma fila

indican diferencia significativa de (p <0.05)

2SNF: Sélidos no grasos.

3Composicic’m promedio de la leche cruda para todos los tratamientos: Grasa 3.00 + 0.01; SNF 8.34 + 0.11;

Lactosa 4.58 + 0.06; Sélidos 0.68 + 0.01; Proteina 2.30 + 0.02.

Se considera que los resultados obtenidos varian en funciéon del método utilizado para la

determinacién de la composicién de las muestras; como se menciond anteriormente, estas fueron
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realizadas con un analizador rapido, el cual utiliza ultrasonido de baja intensidad para caracterizar
un fluido basado en la medicién del coeficiente de atenuacién (pérdida de energia por absorcion o
dispersion) y/o la velocidad de la fase como funcidn de la frecuencia de la onda. La velocidad de
las ondas de US es sensible a la organizacién y a las interacciones intermoleculares por lo cual
puede ser utilizado para analizar composicion; sin embargo, la atenuacién se ve afectada por
cambios en la viscosidad y la microestructura del material que se esté analizando (Awad et al.,
2012) lo cual se encuentra relacionado con los resultados de este trabajo en el cual el cambio en
microestructura generado por la TS pudo alterar los resultados del equipo. Por lo tanto Ia
composicion obtenida para la leche después del tratamiento es una evidencia mas del cambio
generado en el tamano de particula de la leche por US. Otros autores observaron diferencias
similares durante sus experimentos. Bermudez-Aguirre et al., (2009) determinaron contenido de
proteina y grasa en la leche sonicada utilizando un analizador LactiCheck™LC-01 y sus resultados
indican que a mayor intensidad de tratamiento existe una disminucién en la concentracién de
proteina (0.28%) y un aparente incremento en el contenido graso (0.24%) lo cual explican como
una mayor disponibilidad de los triacilesgliceroles contenidos en los gldbulos de grasa y liberados
durante su rompimiento. En leche cruda y pasteurizada se realizaron tratamientos de TS (40 mL,
20 kHz, 124 um, 5-15 min ,24-26°C) y se analizé su composicion utilizando un MilkoScan FT 6000.
Los resultados fueron cambios significativos en composicién de proteina y grasa en la leche cruda
después de ser tratada con US y sin cambios en la leche pasteurizada. Sin embargo, la
determinacién por el método Kjeldahl no demostré cambios significativos en la leche
pasteurizada. En grasa se tuvo un incremento leve para leche TS vs leches cruda y pasteurizada, lo
cual lo atribuyen a incrementos en el drea superficial de los GGs debido a la homogeneizacién
creada por la cavitacién la cual puede ocasionar lecturas mayores en el equipo MilkoScan ya que
su principio de trabajo es infrarrojo (Michelle et al., 2009). En tratamientos aplicados a leche (3.9%
grasa) homogeneizada se determind la composicién de las muestras después de tratamientos de
US (100 mL, 24 kHz, 1.99 y 2.85 W/cm?, 50-300 s, <46°C) utilizando un MilkoScan FT 120,
comparando los resultados de proteina por el método Kjeldahl. En este caso no se observaron
diferencias significativas en el contenido de grasa debido tal vez a que la leche ya habia sido
previamente homogeneizada, por lo cual sus resultados no concuerdan con los de los autores

anteriores.
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3.13 PARAMETROS DE ELABORACION DE QUESO

Durante la elaboracién de los quesos se realizé un seguimiento de parametros de acidez y pH
desde la recepcion de la leche y durante cada una de las etapas de elaboracién. El resumen de los

resultados se discute a continuacidn.

PHYy AT,

El pH y la AT, son pardmetros importantes de recepcion de leche. Antes de la elaboracién del
queso se monitored el pH y la acidez de la leche en la recepcion (cruda) y después del tratamiento

de pasteurizacion LTLT de la leche control y de los tratamientos TS; los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Efecto del tipo de tratamiento aplicado sobre el pH y acidez titulable.

TRATAMIENTO | Cambio pH® | Cambio AT’
LTLT 0.06 +0.02° | 0.002+0.002°
50% 0.08 + 0.02% | 0.015+0.004°
100% 0.11+0.01° | 0.012£0.004°

!Los valores con diferente superindice en la misma columna indican diferencia significativa de (p <0.05).
2Cambio de pH = pH leche cruda- pH leche después de la pasteurizacion.
3AT: Acidez titulable. Cambio de AT= AT leche después de la pasteurizacion-AT leche cruda.

El pH promedio de la leche cruda para todos los tratamientos fue de 6.62 + 0.02. Se observé una
disminucion significativa (p<0.05) en el pH de leche TS después de aplicar los distintos
tratamientos de conservacion, siendo la mds importante con el tratamiento TS a 100%. Las
mediciones de pH fueron realizadas en leche a temperatura ambiente por lo cual las variaciones
por temperatura en la determinacion pueden descartarse. Es conocido que los tratamientos
térmicos como la pasteurizacién puede causar la precipitacién de FCC y la disociacion de acidos
fosforicos lo cual promueve variaciones en el equilibrio mineral y los cuales se detectan como
cambios en pH (Schreyer et al., 2008) y pueden ser reversibles. En este caso las mediciones fueron
realizadas en los mismos intervalos de tiempo después de la pasteurizacion (aprox. 20 min) por lo
que las diferencias observadas probablemente se deben a una menor rapidez para la

reconstitucion del equilibrio mineral en las muestras TS. Los cambios en pH también pueden ser
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influenciados por la migracién de protones, la reduccién de oxigeno y la disociacién de las
moléculas de agua (Schreyer et al., 2008) lo cual también puede ocurrir durante la cavitacion.
Estos resultados difieren de los obtenidos en la Seccion 3.4 de este trabajo lo cual puede deberse
al tiempo transcurrido entre la pasteurizacion y la determinacidn, el cual fue mayor para las

determinaciones de la Seccidon 3.4.

La AT, es la capacidad buffer de la leche entre su propio pH (6.6) y el pH 8.3 (vire de Ila
fenolftaleina) y se expresa en porcentaje de acido lactico generalmente. La capacidad buffer es la
cantidad molar de 4cido o base (disociada en el rango de pH experimental) requerida por unidad
de cambio en pH (Fuquay et al., 2011). En este caso se identificé un cambio en la AT, observando
un incremento después de la pasteurizacidon con respecto al de la leche cruda (0.13 + 0.01).
Resultados similares fueron reportados en leche TS con incrementos del 0.02% (Bermudez-
Aguirre et al., 2009a) después del tratamiento. Marchesini et al. (2012) también observaron un
incremento en la AT, de la leche con respecto al tiempo de US lo cual lo relacionaron con hidrélisis
de triacilgliceroles lo cual provocaba un incremento en el contenido de aminodcidos libres en

leche.

Los componentes buffer mds importantes de leche son CNs, fosfatos y citratos en disolucién, por
lo tanto la AT, es influenciada por cualquier causa que cambie la distribucién de FCC en la muestra.
En general la leche puede tener una acidez aparentemente alta debido a su alto contenido de
proteina y a los grupos de estas que reaccionan con el dlcali (Fuquay et al., 2011), por lo que tal
vez el cambio un cambio en la concentracion y estructura de las proteinas en leche pudo haber

generado el aumento de la AT,.

Tiempo de coagulacion, cocimiento y cheddarizacion.

Durante la elaboracion, los tiempos de proceso son muy importantes pues generan un impacto
econdémico al determinar el volumen de produccién y el trabajo requerido en cada actividad. En
este trabajo se cuantificaron los tiempos requeridos en la coagulacién, el cocimiento y la

cheddarizacion de la cuajada (ver Tabla 24).
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El tiempo de coagulacion del queso se determind como el tiempo desde la adicién del coagulante
hasta la obtencidn de una cuajada firme para el corte. No se encontraron diferencias significativas
en los tiempos de coagulacion entre tratamientos; estos resultados concuerdan con los obtenidos
en la Seccidn 3.4 en donde tampoco se observd una disminucién en el tiempo de coagulacién de

los geles.

En comparacion con otras tecnologias, en leche entera tratada con alta presién hidrostatica (400 y
600 MPa, 10 min), utilizada para elaborar queso Cheddar, se observé que el tratamiento de 400
MPa disminuia el tiempo de coagulacidon mientras que el de 600 MPa lo aumentaba, esto debido a
la desnaturalizacién proteica observada; el primer tratamiento fue suficiente para incrementar
rendimiento y crear mas sitios de interaccion que facilitaran la coagulacion y el segundo fue
suficiente para aumentar rendimiento pero demasiado pues retarda la accién del coagulante
(Voigt et al., 2010), lo cual coincide con lo reportado por San Martin-Gonzales et al. (2007) quienes
observan el mismo comportamiento al aumentar la temperatura de tratamiento para una misma

presion.

Tabla 24. Efecto del tratamiento de TS sobre el tiempo de coagulacién y constantes de velocidad
de cocimiento y cheddarizacion.

reaTAMIENTO | cospulcion i) | Cpeinie v | Contnie e ving
LTLT 53.50 + 3.00° 0.0020 +0.0001° 0.0117 +0.0007°
50% 54.25 + 2.99° 0.0015 + 0.0001° 0.0047 + 0.0005°
100% 54.00 + 2.45° 0.0017 + 0.0001° 0.0054 + 0.0003"

!Los valores con diferente superindice en la misma columna indican diferencia significativa de (p <0.05).
’Las constantes de velocidad fueron calculadas a partir de la regresion lineal de los datos obtenidos durante
el registro de pH en cada etapa.

Los pasos siguientes al corte (cocimiento y cheddarizacién) de la cuajada tienen como objetivo
promover la acidificacion y la sinéresis para que el producto final cuente con una humedad,
textura y pH caracteristicos. En la Tabla 24, a través de las constantes de velocidad, se observa
qgue los tiempos requeridos para alcanzar el nivel de pH deseado en las etapas de cocimiento y
cheddarizacion fueron mayores para los tratamientos TS ya que sus constantes de velocidad son
menores a las del tratamiento LTLT. También se observa que para el tratamiento con 50% de

amplitud se necesitd casi el doble de tiempo en la cheddarizacion.
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Resultados similares se obtuvieron al comparar tratamientos de alta presion (400 MPa a 32 y 48
min; 300 MPa 60 y 90 min) con el desarrollo de acidez en leche cruda. En este caso se encontro
que la velocidad de acidificacion fue menor en los tratamientos, lo cual lo justifican como Ia
liberacion del nitrégeno o la cisteina de las PS desnaturalizadas o cambios en las concentraciones
de FCC y calcio soluble lo cual cambiaria la capacidad buffer de la leche tratada. Ellos explican que
los tratamientos de alta presidon disminuye la cantidad nitrogeno libre en el suero (Pandey et al.,
2003) afectando el balance en los niveles de amino-nitrégeno y con ello el desarrollo del cultivo
iniciador. Durante el cocimiento y la cheddarizacion también se observd una menor velocidad para
algunos de los tratamientos lo cual puede deberse a un aumento en la capacidad buffer del suero
liberado durante la sinéresis y en el caso de la cheddarizacion a una menor cantidad de suero y

lactosa en la cuajada (Pandey et al., 2003).

Durante la cheddarizacion de queso elaborado con leche cruda entera tratada a altas presiones
(400 y 600 MPa) se observd también un aumento del 18.1% en el tiempo para alcanzar el pH
deseado en comparacion con los de leche cruda (Voigt et al., 2010). Los autores lo relacionan con
una reduccion en los niveles de bacterias acido lacticas no iniciadoras (NSLAB) debido al efecto del
tratamiento. Sin embargo en este trabajo los tres tratamientos fueron pasteurizados LTLT por lo

que las diferencias en el conteo de NSLAB debe ser muy pequeiia entre ellos.

De los efectos que se han observado en productos TS se tiene que en queso Cheddar elaborado
con leche TS (1L, 37 kHz , potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30 min) se obtuvieron pH mds
altos para los quesos TS al término del tiempo determinado para la cheddarizacion (Quintana-
Soto, 2013). En la elaboracién de yogur leche pasteurizada y homogeneizada (72°C, 15 s) con y sin
tratamiento de TS (200 mL, potencia eléctrica maxima 400 W, 24 kHz, 45-72°C ,10 min) fue
utilizada para elaborar yogur y se obtuvieron diferencias en el pH al final de la gelificacion
obteniendo valores mas altos para los yogurs TS, y puede estar relacionado con efectos de TS
sobre la actividad del cultivo, la capacidad buffer de la leche o una combinacion de ambos (Riener
et al., 2009a). Sin embargo, en una investigacién posterior encontraron que si sonicaban la mezcla
inoculada se podia obtener una reduccién en el tiempo de fermentacion hasta de 0.5 h lo cual
podia deberse a la liberacidn de enzimas intracelulares de las bacterias acido lacticas (Riener et al.,

2010).
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Por lo tanto, de acuerdo a lo reportado, cambios en el balance en los niveles de amino-nitrégeno
en la leche TS pudo haber ocasionado esta disminucidon en los tiempos de cocimiento y
cheddarizacion. En otras investigaciones se ha encontrado que la adicion de 50 mg/L de cisteina
reduce los tiempos de fermentacion (Streptococcus thermophilus ) en yogur hasta un 7% mientras
que niveles entre 250 y 500 mg/L puede aumentarlos en un 15-30% (Dave & Shah, 1998); lo cual
podria deberse en cada caso a una mayor disponibilidad del amino-nitrégeno de la cisteina y a una
excesiva disminucién en el potencial redox de la leche debido a altas concentraciones, ya que cada
tipo de microorganismo sdélo puede vivir en un estrecho rango de valores redox y los grupos tioles
de la cisteina son creadores de condiciones de reduccién. Las PS se distinguen de las CNs debido a
su contenido de cisteina, en una investigacidn realizada con diferentes cultivos iniciadores la
cantidad en la que la cisteina comenzé a presentar efectos de inhibicién para las bacterias
corresponde a las condiciones de tiempo y temperatura requeridos para desnaturalizar entre el
15-20% de las PS en leche (Greene & Jezeski, 1957), lo cual podria corresponder a lo observado en

este trabajo.

Por otra parte se sabe que las bacterias acido lacticas no son capaces de asimilar el nitrégeno
inorganico por lo que deben ser capaces de degradar proteinas y péptidos para satisfacer sus
requerimientos de aminodcidos. Las CNs son la principal fuente de amino-nitrégeno, ya que el
nitrégeno no proteico y los aminodcidos libre en leche se encuentran en menor cantidad (<300
mg/L y son rapidamente consumidos por las bacterias (Marth & Steele, 2001) por lo que durante
la cheddarizacion de los quesos TS la modificacién en la microestructura de la cuajada dificulte la

obtencidn de estos nutrimentos para las bacterias.

3.14 RENDIMIENTO

En la industria quesera un incremento de 0.5% en el rendimiento puede ser suficiente para crear
ganancias significativas (San Martin-Gonzalez et al., 2007) por lo tanto muchas investigaciones
tienen como objetivo el aumento de rendimiento sin afectar las caracteristicas del producto. Los
rendimientos obtenidos en este trabajo se reportan en la Tabla 25. En ella se observé un
incremento (p<0.05) de humedad y rendimiento (verde y humedo) de los quesos TS con respecto a
los LTLT, obteniendo valores promedio mayores para la amplitud de 100% y de acuerdo a la cual se

tiene un incremento en rendimiento de 0.96% con respecto al LTLT y de humedad de 3.96%. El

95



rendimiento seco no presentdé diferencias significativas entre tratamientos por lo que la adicion de

agua fue la causa principal del incremento en el rendimiento himedo.

Tabla 25. Rendimiento verde, rendimiento quesero y humedad en quesos elaborados con leche
pasteurizada con y sin asistencia de US.

Ren‘:i;r:::nto Rendimiento humedo Rendimiento seco
TRATAMIENTO (kg queso/ 100 kg Humedad (%) | (kg soélido/ 100 kg
(kg queso/ 100 kg
leche) leche)
leche)

LTLT 11.71 +0.14° 10.19 + 0.18° 42.51+1.99° 5.86 + 0.10°

50% 12.72 +0.22° 10.99 + 0.16° 46.23 +0.29° 5.91+0.12°

100% 12.93 +0.31° 11.15 +0.25° 46.47 +1.31° 5.97 + 0.06°

Valores promedio de n=4 mediciones. Los valores con diferente superindice en la misma columna indican
diferencia significativa de (p <0.05).

’Rendimiento verde obtenido de la cuajada verde antes de prensar; rendimiento humedo obtenido al dia 1
después de 15 h de prensado; rendimiento seco = (rendimiento verde)((100-humedad)/100).

En tratamientos de leche TS Bermudez Aguirre et al. (2010) obtuvieron incrementos en
rendimiento de queso fresco de casi el doble para su tratamiento de 63°C y 30 min de TS en el cual
determinaron un rendimiento de 20.6%, de 17.0% para 63° y 1 min US y para su tratamiento
pasteurizado LTLT de 10.7%. La humedad de las muestras fue 71.01%, 68.33% y 62.34%
respectivamente. El incremento en rendmiento y humedad sugieren que se debe a una posible
reorganizacion de las moléculas y a la incorporacién de PS a la superficie de las micelas de CN. De
sus resultados también se puede observar que para 10 min de US el cambio de rendimiento en
comparacién con el pasteurizado fue de 6.3% y a los 30 min de US fue de 9.9% por lo que en los
primeros 10 min de TS se observé mas de la mitad del cambio maximo encontrado con 20 min mas
de US, lo cual podria indicar que el incremento de 9.9% podria ser alcanzado antes de los 30 min .
En queso Cheddar elaborado con leche TS (1L, 37 kHz, potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30
min) se obtuvieron incrementos en el rendimiento verde en comparacién con los quesos LTLT
pero no existieron diferencias significativas en el rendimiento himedo del mismo debido a

pérdidas durante el prensado (Quintana-Soto, 2013).

En tratamientos de alta presion de leche entera (400 y 600 MPa, 10 min) utilizada para elaborar
gueso Cheddar se han obtenido incrementos de rendimiento de 1.23% y 7.74% respectivamente,
lo cual se ha relacionado con la incorporacion de PS a la cuajada (Voigt et al., 2010). En queso

fresco elaborado con leche HAP (100-300 MPa) previamente pasteurizada (65°C, 30 min) se
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observaron incrementos en rendimiento y humedad en comparacién de aquellos elaborados con
leche homogeneizada cruda, esto debido a que en los pretratados térmicamente las PS
desnaturalizadas previenen la excesiva disociacidon de las micelas de CN y permiten la formacién
de una cuajada con una estructura mas abierta y mayor CRA (Escobar et al., 2011), debido a que la
desnaturalizacién proteica ocasionada por el tratamiento y el rompimiento de interacciones
hidrofdbicas expone grupos hidroxilo y promueve la retencién de humedad (San Martin-Gonzalez
et al., 2007) (Rynne et al., 2007). Ademads, en este trabajo existe la posibilidad de que el
rendimiento obtenido en los quesos TS hubiese sido mayor si las etapas encargadas de la

promocion de la sinéresis (cocimiento, cheddarizacion) no hubieran sido tan extensas.

Tabla 26. Analisis de pérdidas de grasa en suero, pérdidas de sdélido finos en quesos elaborados
con leche pasteurizada con y sin asistencia de US.

TRATAMIENTO Pérdidas de grasazen Pérdida de sélidos finos
suero (% w/w) (g)
LTLT 4.47 £ 0.64° 0.37 £0.04°
50% 3.41+0.37° 0.35 +0.06°
100% 2.79+0.29° 0.43 £0.15°

Valores promedio de 4 mediciones. Los valores con diferente superindice en la misma columna indican
diferencia significativa de (p <0.05).

?pérdida de grasa en suero % = 100*(peso de suero*% p/p de grasa en suero)/(peso leche*% p/p de grasa
en leche)

Ademas de la adicion de las PS, los GGs al estar mejor integrados en la matriz pueden actuar como
tapones dentro de la red proteica lo cual reduce la pérdida de suero a través de los poros (Guinee
et al., 2006) y evita que la matriz se contraiga, lo cual también se ha observado con la adicién de
calcio, que permite recuperar grasa y suero con la creacién de una mayor formacién de enlaces

entre CN (Ong et al., 2014).

En quesos adicionados con proteina concentrada de suero desnaturalizada se observé un
incremento en la humedad, nitrégeno total, cenizas, sal y rendimientos en comparacién con el
control, sin embargo se observd una disminucion en el contenido total de grasa debido a un
debilitamiento de la estructura por la adicion de PS lo que permite su pérdida en el suero (Baldwin
et al., 1986), sin embargo en este caso no se observaron pérdidas de grasa lo cual soporta la idea

de una mejor incorporacion de los GGs.
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Por otra parte, la Tabla 26 expone los resultados de pérdidas de grasa en el suero y de sélidos
finos. No se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la pérdida de sélidos finos durante
la evaluacién lo cual indica que el corte fue realizado de manera similar en todos los casos. Las
pérdidas de grasa en el suero fueron calculadas a partir de la composicién proporcionada por el
analizador ultrasénico Lactoscan, obteniendo como resultado una disminucién de grasa en el
suero de queseria en los tratamientos TS, lo cual podria indicar una mayor retencién de grasa en el

queso.

ETAPA I

3.15 COMPOSICION DE QUESO

La composicién de los quesos elaborados se muestra en la Tabla 27. Se observa que no existen
diferencias significativas (p<0.05) en la composicién de grasa, proteina, cloruros y cenizas de los
qguesos elaborados y el balance de masa para la grasa no muestra diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en la recuperacion de grasa, sin embargo el valor promedio para los

tratamientos TS es ligeramente mayor para grasa y proteina expresada en extracto seco.

Algunas investigaciones con otras tecnologias coinciden con lo observado en este trabajo. Por
ejemplo, en queso fresco elaborado con leche HAP (100-300 MPa) previamente pasteurizada
(65°C, 30 min) se observd un incremento proporcional del rendimiento con la presion del
tratamiento (incrementos de hasta 4 %), lo cual los autores atribuyen a la retencién de PS
desnaturalizadas en la cuajada debido al tratamiento térmico, sus analisis proximales indican que
el contenido total de proteina (en base seca) de los quesos se redujo con el aumento de la presién
y un analisis por electroforesis indica una mayor retenciéon de PS en los quesos tratados, por lo
cual concluyen que durante la elaboracion se perdieron algunas CNs en el suero mientras que PS
se afiadieron a la cuajada (Escobar et al., 2011). También en queso Cheddar en el cual se
homogeneizd la crema antes de estandarizar la leche, se obtuvieron quesos con un mayor
rendimiento (1.37%) y un menor contenido de grasa y proteina, debido tal vez a pérdidas durante
la elaboracidn, por lo que el incremento en rendimiento se atribuye a la interferencia de los GG en
la red proteica evitando que esta se contraiga y disminuyendo el grado de sinéresis (Nair et al.,
2001). Por el contrario, en quesos mozzarella reducidos en grasa elaborados con leche y crema

homogeneizada (13.8/3.5 MPa) los productos homogeneizados fueron ligeramente mas himedos
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y aquellos donde la crema fue homogeneizada obtuvieron menores pérdidas de grasa en el suero
lo que también se vio reflejado en un mayor porcentaje de grasa en el queso lo cual se debe a una
mayor cuajada estrellada (Rudan et al., 1998). En el caso de US, en quesos tipo Mozzarella
elaborados con leche TS se observd un incremento en rendimiento y en contenido de grasa y
proteina en extracto seco (Pérez-Mata, 2014). En este trabajo, de acuerdo a los cambios en
microestructura reportados en las secciones anteriores, se esperaba también que existiera una
mayor recuperacion de grasa y proteina en los quesos TS, sin embargo es posible que estos
aumentos fueran pequefios y debido al margen de error de la determinaciéon no pudieran ser
observados, y/ o a que existieron pérdidas propias de la elaboracion. También los resultados
obtenidos pueden indicar que los cambios en macromoléculas fueron suficientes para crear una
estructura ordenada que permitiera una mejor retencion de agua sin necesariamente incrementar
la recuperacidn de estos compuestos, lo cual puede deberse a que la incorporacién de los GG en la

red proteica impide la contraccidn de la misma.

Por otra parte, en quesos en los que la crema fue homogeneizada antes de la estandarizacion de la
leche, se obtuvo un mayor contenido de sal y cenizas debido tal vez a una menor sinéresis después
del prensado (Nair et al., 2001) de la misma manera ocurrié en quesos adicionados con PS los
cuales tenian un mayor porcentaje de cenizas (Baldwin et al., 1986), sin embargo en este trabajo

no se observaron esas diferencias.

3.16 CAMBIOS EN pH, AT, Y a, DURANTE LA MADURACION.

Durante la maduracién del queso ademds de los procesos bioquimicos generadores de aroma y
sabor, ocurren cambios en el equilibrio mineral del queso debido a la misma actividad microbiana
o los productos de sus reacciones lo cual impacta en las caracteristicas funcionales del producto
final. En este caso se realizé el monitoreo de pH, ATy vy a, de los quesos durante 63 dias de

maduracion, los resultados se muestran en la Tabla 28.
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Tabla 27. Composicidén promedio de los quesos LTLT y TS.

COMPOSICION LTLT 50% 100%

Grasa

25.56 + 2.43° 24.61 +0.35° 24.00 £ 0.58°
(2 /100 g queso) 5.56 3 61+ 0.35 00 +0.58
Grasa en extracto
seco 44.05 + 3.59° 45.71 + 0.66° 45.13 +0.34°
(g /100 g sélidos)
% RG 86.30 + 7.34° 89.78 +2.38° 89.66 +0.42°
Proteina

21.90 +0.93° 21.29 +0.69° 20.65+1.77°
(2 /100 g queso) 90+0.93 9+0.69 0.65 77
Proteina en extracto
seco 37.77 +1.48° 39.55 + 1.68° 38.80 + 2.65°
(g /100 g sélidos)
Cloruros a a a

+ + +
(2 /100 g queso) 1.57 £ 0.06 1.64 +0.05 1.72+£0.13
Cloruros en extracto
seco 2.75+0.11° 2.88 +0.09° 3.01+0.23°
(g /100 g sélidos)
Cenizas a a a
+ + +

(2 /100 g queso) 3.62+0.13 3.48 +0.09 3.48+0.26
Cenizas en extracto
seco 6.34 +0.23° 6.08 +0.16° 6.10 + 0.46°
(g /100 g sélidos)

!Los valores con diferente superindice en la misma fila indican diferencia significativa de (p <0.05).
2 %RG: Porcentaje de recuperacion de grasa = 100(g grasa en queso/g grasa leche).

100



El pH se considera un pardmetro de la calidad del queso pues tiene influencia en su sabor, textura
y apariencia por lo cual se realizd un seguimiento para saber si existian cambios de acuerdo al
tratamiento. El dia posterior a la elaboracidon el pH de los quesos tuvo un valor promedio
aproximado de 5.37 para todos los tratamientos lo cual indica que no hubo cambios de pH durante
el prensado de los quesos. El andlisis de varianza realizado a los resultados muestra que las
variables de tratamiento y dia de maduracién son significativas (p<0.05). Para los quesos
elaborados con los tres tratamientos se observé una disminucidn significativa en el pH del dia 1 al
21 de maduracion obteniendo un cambio mayor para los quesos TS. A partir del dia 21 los quesos
LTLT disminuyeron su pH solo un poco y después se mantuvo constante, pero los TS continuaron
disminuyendo significativamente con el tiempo por lo que su pH fue significativamente menor que

el del LTLT en los dias 42 y 63.

Bermudez Aguirre et al. (2010) (500 mL, 24 KHz, 129 mW/mL, 0-30 min, 63 y 72°C) en los quesos
frescos elaborados con leche TS observaron diferencias estadisticamente significativas en pH al
dia 0, sin embargo no se observa ninguna tendencia con respecto a los tipos de tratamientos
realizados y no brindan una justificacién de esta observacidon. En queso Cheddar TS tratado a
frecuencias mas altas (1 L, 37 kHz , potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30 min) no se
presentaron diferencias de pH con respecto al LTLT (Quintana-Soto, 2013). En quesos elaborados
con leche tratada mediante una tecnologia con efectos analogos al US (alta presién hidrostatica a
400 y 600 MPa, 10 min), los tratamientos a alta presién presentaron en todo los dias un pH menor
al de los quesos elaborados con leche cruda, siendo el tratamiento de 600 MPa el que presentaba

menor valor (Voigt et al., 2012).

Se encuentra reportado que el pH durante las primeras semanas de almacenamiento de quesos
tipo Cheddar disminuye ya que suele contener entre 0.8 y 1% de lactosa residual antes de ser
salado por lo que el cultivo se encarga de metabolizarlo en acidos orgdanicos (lactico, citrico,
pirtvico, férmico, urico, acético, propanoico, butanoico) que se disocian y liberan H" causando una
disminucion en el pH (McMahon et al., 2014) lo cual explicaria el mayor cambio observado
durante los dias 1 y 21 de maduracién para los tres tratamientos; sin embargo, la posterior
diferencia entre tratamientos podria deberse a un balance entre una mayor fermentacion de
lactosa a acidos orgdnicos y cambios en la capacidad buffer de la cuajada (Upreti & Metzger,

2007). Un incremento en la humedad del queso incluye niveles mas altos de lactosa residual en el
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mismo (Rynne et al., 2007) por lo que al incrementarse la humedad de los tratamientos TS pudo
haber aumentado la actividad de las bacterias acido lacticas ocasionando un cambio mayor de pH
(0.25 unidades) del dia 1 al 21 que el de los quesos LTLT (0.11 unidades). Por otra parte, se cree
que el fosfato inorganico atrapado en la red de proteica existe en un casi equilibrio que se ve
interrumpido por la produccion de acido lactico , que solubiliza al FCC, o la protedlisis, que disocia
la matriz del queso, los cuales exponen al FCC vy le permite actuar como buffer ante cualquier
cambio de pH (Upreti & Metzger, 2007), por lo que si existiese mas acido producido que fosfato
inorganico se observara un menor pH después de alcanzar el pseudoequilibrio lo cual podria ser el
caso de los quesos TS de este proyecto. De acuerdo a estudios se conoce que un menor pH al corte
ocasiona una mayor pérdida de FCC lo cual disminuye la capacidad buffer de la cuajada (Rynne et
al., 2007), sin embargo el pH al corte de todos los tratamientos fue el mismo (6.31) y se encuentra
en el rango recomendado de acuerdo a los protocolos de elaboracidn de este queso. También se
encuentra reportado que el contenido de calcio insoluble disminuye con el incremento en la
humedad del queso (O’Mahony et al., 2005) lo cual podria explicar tal vez lo observado en este

Caso.

Tabla 28. Niveles de pH, ATq y a,, quesos elaborados con leche pasteurizada con y sin asistencia de
US durante diferentes dias de maduracidn.

i TIEMPO DE MADURACION (d)
PARAMETRO | TRATAMIENTO
1 21 42 63
LTLT 536:0.05° | 525:+007° | 519%0.03% | 5.16+0.03%
pH 50% 537+0.02" | 5.12+006% | 500+0.04° | 4.97+0.03°
100% 537+0.04" | 512+0.07% |5.03+0.048°° | 4.99+0.02°
LTLT 0.35+0.10 | 0.26+0.04™ | 0.36+0.06™ | 0.36+0.01"
ATq 50% 0.39+0.09" | 0.25+0.05® | 0.43+0.05" | 0.42+0.05™
100% 0.40 £0.08" | 0.30+0.04™ | 0.35+0.11" | 0.41+0.02"
LTLT 0.958 + 0.002™ | 0.955 + 0.001* | 0.955 + 0.003** | 0.950 + 0.002*
a, 50% 0.956 + 0.002"% | 0.956 + 0.002*® | 0.955 + 0.002"° | 0.954 + 0.002"°
100% 0.957 + 0.002"% | 0.955 + 0.003** | 0.957 + 0.003" | 0.953 + 0.0"°

'Valores promedio de 12 mediciones. Los valores con diferente superindice en letras maydscula en la misma
fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra minuscula en
la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).
’Acidez titulable expresado en porcentaje de acido lactico.

*Temperatura de maduracién: 5°C

Los resultados de ATy no presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre

tratamientos y a lo largo del periodo de maduracidon; sin embargo los valores promedio de los
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tratamientos TS en la mayoria de los casos es mayor que el de los LTLT. Sin embargo, a pesar de
qgue la determinaciéon de ATq al inicio de la maduracion es adecuada en quesos, puede ser
insatisfactorio durante la maduracién debido a que la capacidad buffer, y por lo tanto la ATq,
aumentaran con el nivel de protedlisis, por lo tanto la concentracion de acido lactico disminuird
por su catabolismo durante la maduraciéon pero la ATq incrementard con el nivel de péptidos
solubles (Fox et al., 2000). Sin embargo en este trabajo no se observé incremento significativo de

la ATq con el tiempo de maduracidn.

La a, es un parametro relacionado con la capacidad de conservacion de los alimentos ya que se
relaciona con el agua disponible para el crecimiento microbiano. Valores de a, para queso
Cheddar con una humedad promedio de 35% se encuentran entre 0.95-0.96 (McMahon et al.,
2014) y se sabe que durante la protedlisis, la hidrélisis de lo péptidos liberan dos grupos
(NH3*/CO0") que compiten por agua reduciendo el contenido de agua libre durante la maduracién
(O’Mahony et al., 2005). En este caso no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos pero los valores promedios alcanzados al dia 63 muestran una reduccion de
este parametro especialmente para el queso LTLT; esto coincide con los resultados reportados

para queso Cheddar TS de Quintana-Soto (2013).

3.17 CAMBIOS DE COLOR DURANTE LA MADURACION.

El color del producto es un pardmetro importante porque puede cambiar la percepcién del sabor
de un consumidor(Wadhwani & McMahon, 2012). En quesos tipo Cheddar se espera tener quesos
de un color uniforme y brillante que va desde el naranja (en quesos con achiote) hasta el amarillo
palido con una superficie ligeramente translicida, cdmo si se pudiera ver por una corta distancia el

interior del queso (Clark et al., 2009).

Los parametros de color (L*, a*, b*, AE*,h*,C*) obtenidos para los quesos se muestran en la Tabla
29. En términos generales y de acuerdo al andlisis de varianza se observan cambios significativos
entre tratamientos y los dias de maduracion para los parametros L*, a* y b. Los resultados de L*
muestran diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos desde el dia 1 de elaboracion hasta
el ultimo de evaluacién siendo en todos los casos los quesos TS mas luminosos que los LTLT.

Durante la maduracion el mayor cambio para L*, para todos los quesos, ocurrid entre el dia 1y 21
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de maduracién, después de este dia se mantuvo casi constante. Este mismo comportamiento se
observd en queso fresco TS (Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2010), queso Cheddar TS
(Quintana-Soto, 2013) vy yogur TS (Riener, Noci, Cronin, Morgan, & Lyng, 2010) y como ya se
menciond en el apartado 3.6 este resultado se relaciona con la disminucién del GG por efecto de
cavitacion. En quesos Cheddar elaborados con leche tratada a alta presion (400 y 600 MPa, 10
min) el pardmetro L* presenté valores mds altos conforme la presién del tratamiento aumento
debido también a la mejor distribucidn de la grasa y el valor durante el tiempo de almacenamiento
disminuyé (Voigt et al., 2012). En ambos casos los GGs mas pequefios disminuyen la profundidad
de penetracién de la luz incidente comparado con quesos en los cuales la grasa no ha sido
homogeneizada. Ademas, los cambios proteoliticos y fisicoquimicos durante el almacenamiento
contribuyen a la disminucién de la luminosidad ya que la acumulacidn de péptidos solubles en la
fase sérica cambia las caracteristicas de absorcion de la luz (Rudan et al., 1998). Por su parte, los
valores de a* y b* disminuyeron al aumentar la amplitud de onda aplicada y aumentaron
conforme el periodo de maduraciéon transcurrid; esto quiere decir que con el tiempo todos los
tratamientos tendieron hacia tonalidades rojizas y amarillas, siendo mds intenso el color de los
quesos LTLT. El color amarillo (b*+) en los quesos es debido a la presencia de carotenoides
presentes en la grasa, los cuales varian en su concentracion de acuerdo a la alimentacién del
ganado (Fuquay et al., 2011). En los quesos TS por Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas (2010)
los valores de a* también incrementaron durante el almacenamiento lo cual atribuyen a la
formacidn de una capa rosa en la superficie lo cual se relaciona con crecimiento microbiano en
este queso y el de b* se mantuvo constante con una tendencia hacia el amarillo. En cambio los
tratamientos a alta presién en los quesos Cheddar experimentales previamente mencionados
presentaron un incremento en el valor b* en comparacién con el tratamiento control
disminuyendo durante el periodo de maduraciéon (Voigt et al., 2012), lo cual representa un
comportamiento contrario al obtenido en este trabajo. En general el color de los quesos y sus
cambios durante su maduraciéon depende de factores como la presencia de carotenoides,
proteinas de membrana (Voigt et al., 2012) y cambios en la hidratacién de la proteina lo cual
afecta la cantidad de agua libre y con ello las propiedades de dispersién de la luz del queso (Rynne

et al., 2008).
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El cambio neto de color de los quesos TS en comparacion con el LTLT fue diferente el dia 1y tuvo

magnitudes similares para ambas amplitudes el resto del periodo. En 100% no observd cambios a

lo largo del tiempo de almacenamiento y 50% presenté variacion entre los dias 1-21.

Tabla 29. Pardmetros de color en quesos elaborados con leche pasteurizada con y sin asistencia de

US durante diferentes dias de maduracion.

PARAMETRO | TRATAMIENTO TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT 89.13+0.83" | 84.79+0.47% | 85.24+0.02° | 83.73+1.05™
L* 50% 90.96 + 0.23"" | 87.91+0.41% | 88.06+0.43% | 87.36+0.84%°
100% 91.27 +0.43*" | 87.82+0.50% | 87.99+0.13* | 86.64 +0.61°
LTLT 1.56 +0.28" | 2.69+0.22* 2.76 +0.16* 2.89+0.17%
a* 50% 1.23+0.05"" | 2.13+0.11% | 227+0.13*® | 236+0.11°
100% 1.13+0.16™ | 2.02+027%* | 216+033* | 2.23+031%
LTLT 17.15+0.67" | 24.01+0.74% | 23.14+0.44% | 22.56+1.98%
b* 50% 14.99 +0.23" | 20.33+0.68% | 19.80+0.72* | 19.85+0.83%"
100% 14.59 +0.17"° | 19.53+0.74* | 18.87+0.68* | 19.64 + 1.07*°
AE* 50% 2.86+0.12" | 4.90+0.33% 4.42 +0.70% 5.27 +1.03%
100% 3.38+0.34" | 5.47+0.74" 3.85 +2.60™ 4.91+1.21"
LTLT 84.81+0.72" | 83.62+0.41" | 83.21+0.26" | 82.64+1.12%
h* 50% 85.30 +0.19™ | 84.01+0.14* | 83.46+0.17“ | 83.21+0.10°
100% 85.57 +0.57* | 84.09+0.63% | 83.48+0.75 | 83.54+0.69%
LTLT 17.22+0.69" | 24.16 +0.75° | 23.30+0.46™ | 22.75+1.94%
c* 50% 15.04 +0.23" | 20.44+0.68% | 19.93+0.73% | 19.99+1.11%
100% 14.63+0.18" | 19.64+0.76° | 18.99+0.71* | 19.77 + 1.08%

Valores promedio de 12 mediciones. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma
fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra minudscula en
la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

>h*en grados.

3Temperatura de maduracion: 5°C

El pardmetro h* permite definir un estimulo de color de acuerdo a la siguiente clasificacion: rojizo
(0°), amarillento (90°), verdoso (180°) y azulado (270°). Los valores obtenidos de h* para los
guesos se encuentran entre 82-86° por lo que se encuentran dentro del rango de transicion del
naranja al amarillo (40-90°), con una mayor tendencia al amarillo lo cual es normal en este tipo de
guesos a los cuales no se les ha agregado annatto (achiote) durante la elaboracion (Wadhwani &

McMahon, 2012) . El parametro h* disminuye su valor en mayor proporcién del dia 1 al 21 lo cual
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indica que el color amarillo se volvid mas intenso en todas las muestras en el transcurso del
tiempo, ademas de que no se observaron diferencias significativas durante el tratamiento. Por
otra parte el indice de saturacion de color (C*) varié de la misma forma que h* con el tiempo de
maduracién pero fue de menor valor para los quesos TS por lo que el queso LTLT presenté

siempre un color mds intenso.

3.18 CONTENIDO DE AMINOACIDOS LIBRES

Durante el proceso de maduracion la protedlisis es el proceso bioquimico mas complejo y ocurre
en una mayor proporcion. Los aminoacidos son los encargados de brindar el sabor caracteristico al
gueso madurado y son producidos por la actividad de las peptidasas del cultivo iniciador o de las
NSLAB. Los principales aminoacidos encontrados quesos tipo Cheddar son acido glutamico, valina,
leucina, fenilalanina, lisina, entre otros (O’Mahony et al., 2005). De entre todos ellos, isoleucina,
leucina, lisina y serina se encargan de proporcionar sabores neutros mientras que prolina y glicina

brindan sabores dulces y triptéfano los sabores dulces-amargos (De Wit et al., 2005).

Tabla 30. Niveles de aminoacidos libres (mg Leucina/ g de queso) en quesos tipo Cheddar
elaborados con leche LTLT y TS a diferentes dias de maduracion.

TRATAMIENTO TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63 84
LTLT 1.28 £ 0.05™ | 1.80 £ 0.09% | 2.24+0.21° | 2.92 + 0.14™ | 3.33+0.14%
50% 1.43+0.17* | 1.98 + 0.08% | 2.57 +0.08% | 2.97 +0.30°™ | 3.22 + 0.15™
100% 1.2940.16™ | 2.00 £ 0.09% | 2.29+0.28% | 2.83+ 0.01“ | 3.03 +0.08

Valores promedio de 6 mediciones. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma
fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra minuscula en
la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

2Temperatura de maduracion: 5°C

El contenido total de aminoacidos libres es un indice de protedlisis secundaria en quesos y ya que
la leucina es uno de los aminoacidos mds abundantes se considera un buen indicador de grado de
protedlisis (Puchades et al., 1989) y por tanto se empled como referencia. El contenido de
aminoacidos libres en los quesos durante diferentes dias de maduracion se muestra en la Tabla 30
y 31 donde se observa que no hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos
durante el periodo de evaluado para los resultados expresados en base humeda pero si en el dia
21 de los resultados expresados en base seca. En ambas tablas se observan diferencias

significativas entre los dias de evaluacién en todos los quesos. Cifras similares a las encontradas en
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este trabajo han sido reportados para quesos Cheddar (Awad et al., 2005; Law et al., 1993). Los
resultados demuestran que para los quesos TS, en especial 100%, se alcanza antes la
concentracién final del ultimo dia evaluado, es decir, al dia 84 no existen diferencias significativas
entre los tratamientos, sin embargo para el LTLT aun existen diferencias significativas entre el dia
63y 84 y en el caso del tratamiento a 100% el ultimo cambio ocurre entre el dia 42 y 63. Por lo
tanto se podria concluir que el TS generd cambios en el perfil proteolitico acelerando el proceso
de protedlisis. Cambios en el perfil proteolitico pudieron haberse visto afectados por la formacién
del complejo BLG-kCN en la superficie de las micelas ya que este puede dificultar el acceso de las
enzimas disminuyendo su nivel de protedlisis y por lo tanto el desarrollo de sabor (Garcia-Risco et
al., 2002; Nelson & Barbano, 2005), sin embargo el acceso de las proteasas se puede ver facilitado
por la solubilizacion del FCC (O’Mahony et al., 2005) debido a cambios en el equilibrio mineral. De
acuerdo a lo mencionado en la Seccién 3.16 un menor pH de los quesos TS durante su maduracién
reduce la repulsidn electrostatica entre las CN y promueve la solubilizacién del FCC lo cual pudo
haber amortiguado el efecto producido por la formacién del complejo BLG-kCN y explicaria el

cambio observado en el dia 21 de maduracidn.

Tabla 31. Niveles de aminoacidos libres (mg Leucina/ g de sélidos) en quesos tipo Cheddar
elaborados con leche LTLT y TS a diferentes dias de maduracién.

TIEMPO DE MADURACION (d)
TRATAMIENTO
1 21 42 63 84
LTLT 2.27 +0.09™ | 3.19+0.16** | 3.96 +0.37% | 5.16 +0.22" | 5.89 +0.21%
50% 2.66 +0.32"° | 3.69 +0.13%° | 4.80 +0.12°° | 5.55 +0.53"* | 6.02 +0.24"
100% 2.43+0.36" | 3.76+0.16%° | 4.31 +0.59%° | 5.32 +0.13“ [5.70 +0.18“

Valores promedio de 6 mediciones. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma
fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra mintdscula en
la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

2Temperatura de maduracion: 5°C

3.19 ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA

La textura es uno de los pardmetros de calidad primarios de los quesos pues su apariencia general
y su sensacién en la boca son apreciadas antes que su sabor. La textura se define como todos los
atributos reoldgicos y estructurales (geométricos y de superficie) perceptibles del producto por

medio de receptores mecanicos, tactiles y en algunos casos visuales y auditivos.
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El andlisis de perfil de textura (TPA) es una prueba de compresidn de dos pasos en la que primera
compresion (primera mordida) y segunda compresién (segunda mordida) simulan la accién de la
mandibula al masticar (Gunasekaran & Ak., 2003). Las propiedades mecanicas que se determinan
en un TPA se dividen en primarias (dureza, cohesividad, elasticidad y adhesién) y secundarias
(masticabilidad, gomosidad). La dureza de la muestra indica la cantidad de fuerza necesaria para
comprimir el queso entre las muestras al masticar; cohesividad es una medida de cuanto puede
ser deformado antes de su ruptura y nos da idea de la fuerza entre los enlaces internos del cuerpo
del producto; elasticidad es la medida de recobrar la condicidn original después de la primera
compresidn al retirar la fuerza; adhesion es el trabajo necesario para superar las fuerzas de
atraccidn entre la superficie del producto y la superficie del material de contacto; gomosidad es la
energia necesaria para desintegrar el alimento antes de ser tragado y masticabilidad es la energia
requerida para masticar el queso hasta obtener una masa uniforme antes de ser tragado (Ong et

al., 2012).

En la Tabla 32 se muestran los resultados para las propiedades mecanicas evaluadas en cada
tratamiento durante 63 d de maduracion. Se observa que los quesos TS presentaron una menor
firmeza que los LTLT a los primeros dias de elaboracidn; sin embargo la firmeza del LTLT
disminuyé durante el almacenamiento hasta no encontrar diferencias estadisticamente
significativas al dia 63. La firmeza en todos los tratamientos fue disminuyendo conforme
aumentaban los dias de maduracién; sin embargo, el cambio fue paulatino para los LTLT, el
tratamiento de 50% de amplitud presenté diferencia entre los dias 1-21 y el de 100% no presenté
cambios significativos con el tiempo de maduracién lo que indica que el tratamiento de 100%
presentd desde un inicio una textura similar a la final de todos los tratamientos. La cohesividad
observé un valor méximo el dia 21 para todos los tratamientos, sin embargo no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos. La elasticidad de los quesos LTLT fue mayor el dia
1 de elaboracidn y disminuyé del dia 1-21 para los tratamientos de 50% y LTLT, sin embargo para
el tratamiento de 100% no se presentaron diferencias significativas con el tiempo de
almacenamiento. La gomosidad disminuyé con el tiempo de maduracién para los tratamientos
LTLT y 50%, el de 100% no presenté cambios con esta variable. Los dias 1 y 21 de maduracién la
gomosidad de los quesos TS fue menor. La masticabilidad presentd el mismo comportamiento que
la gomosidad. En general los quesos TS se caracterizaron por ser quesos mas suaves, con menor

gomosidad y masticabilidad.
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Se sabe que la textura del queso se encuentra definida por factores como pH, contenido de calcio,
composicion (grasa, proteina, sal, humedad) y grado de protedlisis (Lucey et al., 2005) los cuales
generan un balance entre las fuerzas de repulsidn y atraccidén entre las CNs lo cual se relaciona con
las interacciones formadas por el fosfato de calcio coloidal, los enlaces hidréogeno y las
interacciones hidrofdbicas (Lee et al., 2005). De acuerdo a los valores encontrados para los quesos
en este trabajo se podria concluir que el incremento de humedad en los quesos TS marco la
diferencia en el TPA desde el dia 1. Las interacciones hidrofébicas que mantienen la matriz de CN
se debilita por la absorcion de agua de las proteinas para solvatar las cargas idnicas. Los quesos
con alto contenido de humedad tienden a ser menos firmes debido a que las submicelas de CN se

hinchan al incrementar la proporcion de CN-humedad (Gunasekaran & Ak., 2003).

Durante la maduracidn los cambios puede dividirse en dos fases, la primera ocurre en el primer
mes e involucra el debilitamiento de la red de para-CN lo cual disminuye la dureza, la segunda fase
ocurre durante el resto de la maduracion debido a la continua protedlisis en la cual con cada
péptido dos nuevos grupos idnicos son generados reduciendo asi el agua libre del queso por la
solvatacion de las cadenas de proteinas (O’Mahony et al., 2005). La disminucidn de la dureza los
primeros dias de maduracion de todos los tratamientos se relaciona principalmente con la
disminucion del pH (ver Seccidn 3.16) y por lo tanto la solubilizacién del FCC (O’Mahony et al.,
2005), la cual de acuerdo a ciertas investigaciones puede relacionarse en un mayor grado con las
propiedades reoldgicas observadas que la protedlisis generada en el queso (Lucey et al., 2005). La
pérdida de calcio insoluble incrementa la repulsién entre los residuos de fosfoserina de las micelas
de CN debilitando la matriz del gel, produciendo una textura mas suave (Ong et al., 2014; Hassan

et al., 2004).

El cambio observado en el TPA de los quesos LTLT durante la maduracion después del dia 21 se
considera propio de la protedlisis en el queso, lo cual coincide con el cambio en el contenido de
aminoacidos libres observado para cada tratamiento (ver Seccién 3.18). El nivel de protedlisis
ligeramente acelerado en los quesos TS también se encuentra relacionado con los cambios en TPA,
aunque como ya se menciond su impacto es menor que los atribuidos a las diferencias de

humedad y pH en los quesos.
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Tabla 32. Efectos de diferentes tratamientos de TS en el perfil de textura de quesos tipo Cheddar a
diferentes dias de maduracién.

PARAMETRO | TRATAMIENTO TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT 64.91+9.69™ | 51.66+1.57* | 45.32+3.25°“ | 38.76+3.79°
Dureza (N) 50% 49.71+4.65" | 33.64+7.17% | 33.21+6.91% | 28.12+4.40%
1009% | 42.41+7.13%| 32.78+7.0" | 304419.62" | 29.21+7.89"
LTLT 0.64+0.02* | 0.68+0.02* | 0.66+0.02"* | 0.65+0.01"*
Cohesividad 50% 0.63+0.03" | 0.66+0.01" | 0.63+0.0° 0.63 +0.0™
100% 0.63+0.03™ | 0.66+0.02" | 0.65+0.01*" | 0.64+0.01%
LTLT 0.86+0.01" | 0.82+0.01* | 0.81+0.01* | 0.81+0.01%
Elasticidad 50% 0.82+0.01" | 0.80+0.01® | 0.80+0.01** | 0.81+0.0"
100% 0.82+0.01" | 0.82+0.02" | 0.80+0.01" | 0.82+0.01%
LTLT 41.91+7.01%| 35.20 £ 0.89"* | 29.90 £ 2.09°¢ | 25.27+2.58"
GO"zO;idad 50% 31.15+1.82%°| 22.11+4.90%® | 20.80+4.31% | 17.80+2.74%
N
100% | 26.59+5.20" | 21.67+4.90" | 19.64+6.18" | 18.71+4.89""
LTLT 36.02 +5.88" | 29.02 +0.97"* | 24.25+2.02°“ | 20.56+2.33°
MaSti(Ca;“"dad so% | 25.56+1.73"™| 17.78+4.20® | 16.73£3.50% | 14.39+2.25%
N
100% | 21.65+4.02"| 17.94+4.11" | 15.76 +4.99" | 15.34+4.0""

Valores promedio de 12 mediciones. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma
fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra minuscula en
la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

2Temperatura de maduracion: 5°C

Resultados similares fueron observados al evaluar quesos frescos elaborados con distintas
condiciones de TS (500 mL, 24 KHz, 129 mW/mL, 0-30 min, 63 y 72°C); estos también 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 mas homogénea y compacta que los LTLT y los de leche cruda lo cual posiblemente se
debe a la homogeneizacion de la grasa y las CNs y la mayor capacidad de la estructura proteica
para retener agua (Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2010). En queso Cheddar elaborado con
leche TS (1L, 37 kHz , potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30 min) de igual manera se obtuvo

una menor firmeza que los quesos LTLT y no se observaron diferencias significativas en su

elasticidad y cohesividad (Quintana-Soto, 2013) .
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3.20 CAPACIDAD DE FUNDIDO

La capacidad de fundido es una de las caracteristicas funcionales mas importantes de un queso y
se define como la facilidad y el grado en que el queso se derrite y se extiende al ser calentado. Los
cambios que ocurren al calentar el queso se encuentran relacionados con su composicidn (razén
proteina : grasa) y nivel de protedlisis principalmente, ambos aspectos contribuyen a modificar las
propiedades de transferencia de calor y reoldgicas en el queso y por lo tanto sus caracteristicas al
fundir (Gunasekaran & Ak., 2003). Se midid el incremento de area de fundido a través de obtener
la razén entre el drea del queso antes y después de ser fundido. Los resultados obtenidos para
cada uno de los tratamientos a distintos tiempos del periodo de maduracién se muestran en la
Tabla 33. El andlisis de varianza realizado a los resultados fue significativo para el tipo de

tratamiento y el dia de maduracidn (p<0.05).

Los resultados muestran que existe una disminucion significativa (p<0.05) en la capacidad de
fundido de los quesos TS con respecto al tratamiento control, siendo este comportamiento
constante a lo largo de todo el periodo de maduracidn, excepto para el tratamiento al 50% en el
dia 63 el cual presenta en ese periodo valores similares al LTLT. El tratamiento a una amplitud de
100% es el que presenta una menor capacidad de fundido en todos los casos (p<0.05) y después
del dia 21 ya no presenta variacion significativa con respecto al dia de maduracién. Los quesos
LTLT y al 50% presentan variaciones significativas durante todo el periodo de maduracion
incrementando su capacidad de fundido con el tiempo. A pesar de que el incremento de area del
tratamiento de 50% se encuentra en la primera parte del periodo por debajo de la capacidad de
fundido del LTLT es el tratamiento TS con valores mas cercanos al control obteniendo una cifra

similar al final del periodo evaluado.

Esta misma tendencia se observd para quesos Cheddar elaborados con leche TS (1 L, 37 kHz,
potencia eléctrica neta 220 W, 68°C, 30 min) se observd una menor capacidad de fundido al dia
21 para los quesos TS pero su valor aumentd al dia 42 en el cual ya no presenté diferencias
significativas con el queso LTLT (Quintana-Soto, 2013). En quesos Cheddar elaborados con leche
tratada con HAP (400 y 600 MPa, 10 min) se observd una menor capacidad de fundido para el
tratamiento 600 MPa y una mayor capacidad para el de 400 MPa en comparacion con quesos

elaborados con leche cruda (Voigt et al., 2012). En este mismo estudio el tratamiento a 600 MPa
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mostré un mayor grado de protedlisis y lipdlisis que los otros tratamientos a lo largo de la
maduracién, sin embargo después de 50 dias de maduracién su capacidad de fundido, ademas de
ser menor que los otros tratamientos, tendié a disminuir en el resto del periodo de estudio, para
los otros tratamientos esta tendencia fue inversa. La disminucién de la capacidad de fundido se
atribuyd a la inclusion de proteinas de suero en el queso. Otros autores sugieren que los quesos
con mayor contenido de humedad exhiben un incremento en la capacidad de fundido; por Nair et
al, 2001) reportan esa observacion en quesos elaborados con leche estandarizada con crema
previamente homogeneizada, lo cual se relaciond con GGs mejor distribuidos en la matriz de
proteinas; las diferencias encontradas entre estos resultados y los obtenidos en este proyecto
también pueden deberse a diferencias en el método de medicidn aplicado ya que ellos median la

disminucion de altura con un UW melter a 60°C por 10 s.

Tabla 33. Cambios en capacidad de fundido en quesos tipo Cheddar elaborados con leche TSy
LTLT durante la maduracion.

TIEMPO DE MADURACION (d)
TRATAMIENTO
1 21 42 63
LTLT 1.35+0.03" | 2.75+0.37% | 2.91+0.13°“ | 3.28+0.31°
50% 1.07 +0.02*° | 2.11+0.39% | 2.29+0.08°® | 2.72 +0.34°
100% 1.06 +0.02*° | 1.66+0.11% | 1.90+0.25% | 1.97+0.28%

Valores promedio de 12 mediciones. Los valores con diferente superindice en letras mayuscula en la misma
fila indican diferencia significativa de (p <0.05) y los valores con diferente superindice en letra mindscula en
la misma columna indica diferencia significativa de (p <0.05).

2Temperatura de maduracion: 5°C

En la Figura 10 se muestran con imagenes la tendencia de los resultados obtenidos, observando
una menor extension durante el fundido para los quesos tratados al 100% y 50%. En la imagen
también se puede apreciar la formacidon de una capa delgada en los quesos TS; la formacién de
esta capa podria ser la causa de una menor extension al ser calentados los quesos. Se ha
observado, en quesos bajos en grasa principalmente, que la pérdida de humedad durante el
calentamiento afecta sus propiedades de fluidez debido a la formacién de una costra superficial
gue no permite la extensidn circular caracteristica de estas pruebas (Altan et al., 2005). Esta mayor
pérdida de humedad se relaciona con una minima y mas rapida liberacién de grasa en estos
guesos, ya que la liberacién de grasa durante el fundido forma una capa hidrofébica que cubre la
superficie del queso y disminuye la pérdida de humedad durante el calentamiento lo cual

promueve la fluidez del queso (Fox et al., 2000). Con el tiempo de maduracidon los quesos
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aumentan su capacidad de liberacién de grasa debido a la protedlisis del queso donde la
interaccion proteina-proteina se ve disminuida por la hidrélisis y la formacién de péptidos (Nair et
al., 2001), sin embargo de acuerdo a otros autores la homogeneizacion de la leche puede
disminuir la liberacion de grasa e incrementar la viscosidad aparente del queso debido a la
creacién de una estructura proteica mas rigida con GGs mas pequefios y mejor incorporados

(Rowney et al., 2003).

Durante el calentamiento la matriz del queso absorbe energia y crea influencia sobre las
interacciones que mantienen la estructura de proteinas desnaturalizandolas y promoviendo la
agregacioén de las mismas al aumentar el numero de interacciones hidrofébicas lo cual disminuye
la solubilidad de las proteinas y facilita que otros componentes (grasa, suero) se separen de la red
proteica (Kim et al., 2011) y al mismo tiempo aumenta la viscosidad (Kim, 1999). Una mayor
protedlisis en el queso facilita la creacién de enlaces hidrofébicos (Kuo et al., 2001), y la hidrdlisis
de B-CN tiene un mayor impacto en las caracteristicas de fundido (Fuquay et al., 2011). En nuestro
caso, los quesos TS y LTLT no mostraron diferencias en el contenido graso ni en la concentraciéon
de aminodacidos libres por lo que la formacién de una capa en la superficie se puedo haber
presentado por una menor liberacion de grasa debido a una mejor incorporacion de los GGs en la
red proteica, ya que la ruptura de la MGG permite la adicién de proteinas de suero a la superficie
del GG lo cual podria mejorar la incorporacién de los mismos en la matriz del queso haciendo esta
unién mas fuerte e impidiendo su facil liberacién y por lo tanto facilitando la deshidratacién de la
superficie. También podria suponerse una liberacién mds rapida de grasa debido al menor tamafio
del GG, sin embargo cabe mencionar que durante las mediciones la superficie de los quesos LTLT
mostraba una mayor la liberacién de grasa, al igual que una mayor coloracion café debido a
reacciones de Maillard inducidas por calentamiento. Una menor coloracién café en los quesos TS
también indican tal vez un menor contenido de lactosa residual (Johnson & Olson, 1985) y por lo
tanto se puede relacionar con una mayor actividad por parte de las bacterias acido lacticas y el
menor pH observado en estos quesos (ver Seccion 3.16). Por su parte el menor pH de los quesos
TS podria indicar una mayor solubilizacién del FCC lo cual reduce las interacciones de atraccién,
facilitando la movilidad de las CNs e incrementado la capacidad de fundido de un queso, por el
contrario una disminucién de las interacciones de repulsién (incremento en las interacciones de

atraccidn) disminuiria la capacidad de fundido (Lee et al., 2005). Sin embargo en este caso parece
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ser que la microestructura del queso en relacion a la integracion de los GGs generéd un mayor

impacto en la capacidad de fundido.

Pasteurizado

Figura 10. Cambios en capacidad de fundido en quesos tipo Cheddar elaborados con leche TS y
LTLT durante el periodo maduracion.

3.21 ANALISIS SENSORIAL DE QUESOS TERMOSONICADOS VS. PASTEURIZADO

Las caracteristicas sensoriales de un queso madurado son resultado de un balance en la
concentracién de una gran variedad de compuestos voldtiles originados de las reacciones
bioquimicas producidas durante la maduracién. Como se menciond en la Seccién 1.6 los
principales procesos bioquimicos que ocurren son glicélisis, lipdlisis y protedlisis, los cuales son
responsables de cambios en textura del queso y de crear precursores de los compuestos de sabor
(acidos grasos de cadena corta, péptidos, aminodcidos, diacetil y acetaldehido) producidos por

cambios catabodlicos subsecuentes como deaminacién, decarboxilacion y desulfuralizacion de
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aminoacidos, B-oxidacion de acidos grasos, entre otros (Singh et al., 2003). Los resultados del

andlisis sensorial realizado se muestran en la Tabla 34.

Tabla 34. Atributos evaluados en quesos LTLT y TS.

ATRIBUTOS LTLT 50% 100% AF
AMARGO

Suma de rangos 112.00° 130.00%° 142.00° *
Rango medio 1.75 2.03 2.22

Acipo

Suma de rangos 90.00° 148.00° 146.00° ok
Rango medio 1.41 2.31 2.28

METALICO

Suma de rangos 108.00° 140.00° 136.00° ok
Rango medio 1.69 2.19 2.13

PASTOSO

Suma de rangos 91.00° 145.00° 148.00° **
Rango medio 1.42 2.27 2.31

FIRMEZA

Suma de rangos 170.00° 105.00° 109.00° ok
Rango medio 2.66 1.64 1.70

'AF: Andlisis de varianza por rangos de Friedman. * indica diferencia significativa p <0.05 y ** de p<0.01.
’Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas p<0.05.
3Temperatura de maduracion: 5°C

El andlisis de Friedman aplicado a los resultados todos los atributos presentd diferencia
significativa de acuerdo al tratamiento aplicado. La comparacion de medias indicd que los quesos
LTLT se perciben con una mayor firmeza y que los quesos TS se caracterizaron por percibirse mds

amargos, acidos, pastosos y con una nota metalica.

La menor firmeza percibida para los quesos TS coincide con los resultados de TPA de la Seccidn
3.19. Una menor firmeza y una mayor sensacién pastosa se relacionan con una mayor humedad
en los quesos TS (Baldwin et al., 1986) o un desarrollo excesivo de acido. Un queso mas suave
también puede obtenerse con diferencias en composicion como es mayor contenido de grasa o
menor contenido de sal, sin embargo no existen diferencias en la concentracion de estos

componentes para los quesos (ver Seccién 3.15).
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Se ha reportado que los atributos mas representativos del queso Chihuahua de acuerdo a un
analisis descriptivo fueron salado, acido, diacetil, cocido, suero, amargo y grasa lactea (Van Hekken
et al., 2006). En este caso sélo los atributos acido y amargo fueron evaluados, sin embargo a pesar
de formar parte del perfil sensorial caracteristico si se presentan estas notas en exceso pueden
ocasionar el rechazo del consumidor y ser considerados defectos. En este caso se obtuvo una

mayor intensidad de estos atributos en los quesos TS y en comparacion con el queso control.

La sensacién amarga en el queso esta relacionada con la acumulacion de péptidos amargos que
contienen prolina, es decir de la hidrélisis de la CN. La degradacidn de estos péptidos requiere de
peptidasas especificas (Wadhwani & McMahon, 2012) y una degradacion lenta de CNs, en
particular de B-CN, es responsable de la formacién de estos péptidos (Singh et al., 2003). El
amargor también puede ser causado por un alto contenido de humedad, bajo contenido de sal, el
tipo de proteasas provenientes del cultivo iniciador, contaminacidn microbioldgica, alta acidez y
baja calidad de la leche (Clark et al., 2009). La sensacidn de alta acidez es el defecto de sabor mas
comun en este tipo de quesos y puede ser resultado de una excesiva produccién de acido lactico
(resultado de un exceso de humedad) o por el uso de una alta concentracién de cultivo iniciador.
Ya que el nivel de protedlisis fue similar en los quesos TS Y LTLT (ver Seccién 3.18) el sabor amargo
puede atribuirse a la mayor acidez observada en los quesos TS (ver Seccién 3.16). El sabor metalico
estd relacionado con la oxidacién de la grasa lactea, el cual estd estrechamente relacionado con lo

previamente mencionado en las Secciones 3.8 y 3.9.

En un estudio previo para queso Cheddar elaborado con leche TS (1L, 37 kHz , potencia eléctrica
neta 220 W, 68°C, 30 min) se realizé un analisis sensorial descriptivo con un panel entrenado en el
cual se evaluaron quesos comerciales, quesos LTLT y quesos TS. De acuerdo a los resultados los
guesos comerciales se caracterizaron por tener un sabor distinto a los elaborados en el
laboratorio; sus notas principales fueron umami, amargo y afrutado. Los quesos LTLT se
caracterizaron por tener un sabor a mantequilla, leche cocida, crema, suero, nuez y metalico
mientras que los quesos TS se caracterizaron por un sabor a caldo de pollo (brothly), avinagrado,
acido, fermentado, sensacién cremosa en boca (creamy mouthfeel) y rancio (Quintana-Soto,

2013).

El nivel de agrado de los quesos elaborados en este proyecto se analizé a través del método de

indice R (R-Index) el cual indica el porcentaje de preferencia de una muestra sobre otra al ser
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comparada de forma pareada. El IR obtenido entre la muestra LTLT y la muestra al 50% fue de
0.6969, lo que quiere decir que 69.69% de las ocasiones que se comparen estas muestras las
personas elegirian la muestra LTLT sobre la de 50%. El IR obtenido entre la LTLT y la muestra 100%
indica que el 73.17% de las ocasiones se preferiria el LTLT sobre el 100%. La significancia
estadistica para esta prueba es de 64.82% (N=63, valor critico de tablas 14.82 y se suma al valor
minimo de IR 50%) por lo que ambas comparaciones son estadisticamente significativas
concluyendo que en ambos casos se preferiria la muestra LTLT. Un menor nivel de agrado para los
quesos LTLT puede estar relacionado con la mayor intensidad en el sabor amargo, acido y

metalico.
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IV CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo fue comparar los cambios sobre propiedades de elaboraciéon y variables
de maduracién de quesos Chihuahua elaborados con leche LTLT con y sin asistencia de US. Para
ello primero se realizaron pruebas sobre leche con diferentes tratamientos de TS (amplitud: 50% y
100%, tiempo: 2 y 6 min) utilizando un disefio factorial 2° que permitiera identificar cual de ellos
prometia una mejor capacidad tecnoldgica para la elaboracidon del queso. Los resultados obtenidos
indicaron que al aumentar la amplitud y el tiempo de TS la leche presentaba un menor tamafio de
particula, una mayor luminosidad, y los geles elaborados con ella no presentaban diferencias en el
tiempo de coagulacidn pero si una mayor CRA y una menor firmeza. Ademas se encontré que
también se incrementaba la presencia de compuestos voldtiles que podian afectar las
caracteristicas sensoriales de la leche. Considerando los tratamientos que permitieran una mayor
CRA y un menor impacto en la calidad sensorial se eligieron los tratamientos 50% 6 min y 100% 4

min para elaborar queso Chihuahua.

Durante la elaboracidn, la leche TS presentd un menor pH postratamiento, pero la cuajada
requirié de un mayor tiempo de cocimiento y cheddarizacion para alcanzar el valor deseado de pH
en cada etapa, lo cual podria repercutir en su aplicacién a nivel industrial. Como se esperaba de
acuerdo a las pruebas preliminares, los quesos TS presentaron un mayor rendimiento y humedad
que los LTLT; durante la maduracion se caracterizaron por ser mds luminosos, presentar un menor
valor en todos los pardmetros primarios de textura (dureza, cohesividad, elasticidad) y derivados
(gomosidad, masticabilidad), los cuales coinciden con los alcanzados al final del periodo estudiado
por los LTLT, es decir los quesos TS alcanzaron antes las caracteristicas finales del producto, de
igual manera sucedid con el contenido de aminodcidos, por lo cual pudiera pensarse en una ligera
aceleracién de la protedlisis durante la maduracion, cumpliendo la hipdtesis planteada al inicio del
proyecto. Sin embargo, los quesos TS también presentaron un menor pH, una menor capacidad de
fundido y sensorialmente se percibieron mds amargos, 4cidos, pastosos y con una ligera nota
metalica, lo cual tuvo impacto en una menor aceptabilidad por parte de los consumidores. Es
probable que la menor preferencia sensorial de los quesos TS se atribuya principalmente a su
menor pH, por lo que como trabajo a futuro es necesario experimentar con diferentes tasas de
adicion de cultivo para tener un mejor control de la generacién de acidez en el producto. Ademas,

seria importante realizar un analisis de grado de desnaturalizacion proteica para tratamientos de
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TS con condiciones similares a las utilizadas en este trabajo, ya que esto explicaria mejor los
efectos de la cavitacion en los componentes de la leche y el incremento de rendimiento en el

producto.

Por ultimo, es importante mencionar que algunos de los defectos generados por la TS podrian
minimizarse realizando algunas modificaciones en el proceso, por ejemplo, realizando un
deaerado antes de aplicar el tratamiento para minimizar la concentracién de oxigeno disuelto y
con ello la oxidacion de la grasa; también podria considerarse la adicion de algun antioxidante
como la vitamina E; y/o realizar cambios en la manera que el US interactia con la matriz
alimenticia explorando su efecto al utilizar una celda de flujo o la operacién del equipo en forma
de pulsos en lugar de en forma continua. Por lo tanto, es necesario continuar la investigacidn con
estudios relacionados a la disminuciéon de la oxidacién lipidica, ya que si esta pudiera ser
disminuida las aplicaciones del US podrian verse incrementadas hacia diversos productos lacteos y
abriria la oportunidad a una tecnologia que utiliza un equipo de facil operacién y con un menor

costo de mantenimiento si se compara con otras tecnologias.
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VI ANEXOS
6.1 ENERGIA ESPECIFICA E INTENSIDAD DE LOS TRATAMIENTOS DETERMINADA A
PARTIR DE LA POTENCIA ELECTRICA NETA REPORTADA POR EL EQUIPO.

ETAPA |

En las pruebas realizadas en leche durante la etapa | de este trabajo se obtuvieron a través del
software del procesador ultrasénico (UPCCTRL V3.2 WIN) los siguientes datos de temperatura
promedio, potencia eléctrica neta, coeficiente especifico de energia e intensidad para cada uno de

los tratamientos.

Tabla 35. Temperatura, potencia eléctrica neta, coeficiente especifico de energia e intensidad
acustica reportada por el procesador ultrasénico para los tratamientos realizados en la etapa I

t T Py Er Ev1 |
AMPLITUD . o
(min) (°C) (W) (kW-s) (W-s/mL) (W/cm?)
50 2 40.70+£0.30 |1 235.26 £5.60| 28.17+£5.63 28.17 £5.63 61.89 £ 5.60
50 6 40.53£0.65|240.31+£4.78| 86.46+4.80 86.46 + 4.80 63.22+4.78
100 2 41.09+£2.55|340.90+£9.30| 40.85+9.28 40.85 +£9.28 89.68 £ 9.30
100 6 41.22£2.95|350.90+£1.02 | 126.26 £ 1.02 126.26 £ 1.02 92.31+1.02

" Valores promedio de duplicados.

2 t; tiempo; T: Temperatura promedio; P,: Potencia eléctrica neta para los resultados de la etapa | en el
procesador ultrasénico 1; E;: Energia total; E,,: Coeficiente especifico de energia para los resultados de la
etapa | en el procesador ultrasénico 1; I: Intensidad acustica.

La temperatura y la potencia eléctrica neta son valores promedio de los datos registrados por el
software durante el tiempo de tratamiento. La energia total es el valor final reportado por el
software y es el producto de la potencia por el tiempo de exposicién. El coeficiente especifico de
energia se obtuvo dividiendo la energia total registrada por el equipo al final del tratamiento entre
el volumen tratado (1000 mL) y la intensidad acustica se obtuvo al dividir la potencia neta
promedio entre el drea de la base del sonotrodo (3.80 cm?). El valor promedio de potencia neta
reportada por el procesador ultrasénico 1 para la amplitud de 50% en esta etapa fue de 237.8 +

10.5 W y para la amplitud de 100% de 345.9 £ 19.3 W.
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Los tratamientos realizados para el andlisis de cromatografia de gases acoplado a masas fueron
realizados en un equipo Hielscher UP400S que se encontraba instalado en otro laboratorio
(procesador ultrasénico 2), por lo que los datos recolectados para esos tratamientos fueron los

siguientes:

Tabla 36. Temperatura, potencia eléctrica neta, coeficiente especifico de energia e intensidad
acustica reportada por el procesador ultrasénico 2 para los tratamientos realizados para el analisis
GCMS.

t T P, Er Evz |
AMPLITUD (min) (°C) (W) (kW-s) (W-s/mL) (W/cm?)

50 2 38.01+0.24 | 256.00+ 16.68 | 30.65+2.00 | 30.65+2.00 | 67.34+4.39
50 4 38.36£0.26 | 294.30+0.35 74.67 £591 | 74.67+£5.91 77.42 £ 0.09
50 6 38.74+0.34 | 294.43+4.35 | 105.92+1.56 | 105.92+1.56 | 77.45+1.15
100 2 37.79+1.39| 344.87 £0.52 41.28+0.06 | 41.28+0.06 | 90.72+0.14
100 4 39.04 £0.00| 342.76 £3.59 82.17+0.85 | 82.17+£0.85 90.17 £ 0.95
100 6 38.80+0.11| 344.45+0.75 | 123.90+£0.27 | 123.90+£0.27 | 90.61 +£0.20
100 12 38.1 344.45 247.85 247.85 90.6

100 24 42.6 315.05 453.6 453.6 82.88

Valores promedios de duplicados, excepto para los tratamientos de 100% , 12 y 24 min.

2 t; tiempo; T: Temperatura promedio; P,: Potencia eléctrica neta para los resultados de la etapa | en el
procesador ultrasénico 2; E;: Energia total; E,,: Coeficiente especifico de energia para los resultados de la
etapa | en el procesador ultrasénico 2; I: Intensidad acustica.

El valor promedio de potencia eléctrica neta reportada por el equipo para la amplitud de 50% en

este caso fue de 281.6 £ 21.3 W y para la amplitud de 100% de 344.0+ 1.9 W.

De acuerdo a los resultados obtenidos y discutidos en la Seccién3.10 de este trabajo se eligieron
los tratamientos de 50% 6 min y 100% 4 min para trabajar en la siguiente etapa. Durante la etapa |
se trabajo siempre un volumen de 1 L de leche pero para la etapa Il era necesario tratar un
volumen de 3 L por lo que se realizé el escalamiento del tiempo que permitiera obtener la misma
energia entregada por mL en ambos volimenes (E,; = Ey3). Para ello se utilizé la Ec. 1y
entonces el tiempo requerido para tratar 3 L de leche es igual a:
Eyy = Ev3
Pit;  Pst3
A
Pyt V3
5=
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Dado que la potencia eléctrica neta puede considerarse P; = P5 para una misma amplitud

t1V3

ts ===
t,(3000)

3~ 71000

t; = 3t

Esta ultima ecuacién indica que al realizar un escalamiento donde se requiere trabajar con una
misma amplitud de onda y energia especifica la relacién para este procesador ultrasénico puede
considerarse lineal.

Tabla 37. Resultados para el escalamiento de los tratamientos.
AMPLITUD | t; (min) | t3 (min)
50 6 18
100 4 12

Por lo tanto para tratar 3 litros de leche en la siguiente etapa se utilizard una amplitud de 50% con

18 min y de 100% con 12 min.

ETAPAII
Para los tratamientos realizados en la leche de queseria se obtuvieron, a través del software del
procesador ultrasénico (UPCCTRL V3.2 WIN), los siguientes datos de temperatura promedio,

potencia eléctrica neta, coeficiente especifico de energia e intensidad.

Tabla 38. Temperatura, potencia eléctrica neta, coeficiente especifico de energia e intensidad
acustica reportada por el procesador ultrasénico para los tratamientos realizados en la etapa Il.

t T Ps Er Evs I
AMPLITUD
(min) (°c) (W) (kW-s) (W-s/mL) (W/cm?)
50 18 [38.39+0.24| 245.38+10.12 [ 265.0+10.9 | 88.32+3.64 | 64.55+2.66
100 12 |38.42+0.23| 344.00+17.91 | 247.6+129 | 82.54+4.29 |90.49+4.71

!Valores promedio de cuadruplicados.

? t: tiempo; T: Temperatura promedio; Ps: Potencia eléctrica neta para los resultados de la etapa Il en el
procesador ultrasdnico 1; E;: Energia total; E,;: Coeficiente especifico de energia para los resultados de la
etapa Il en el procesador ultrasénico 1; I: Intensidad acustica.
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6.2 DETERMINACION DE POTENCIA EFECTIVA POR CALORIMETRIA

ETAPA I
Para el volumen de 1 L se tiene una potencia efectiva de 43.80 + 1.84 W para la amplitud de 50% y
de 94.12 + 3.86 W para la de 100%. A partir de estos datos se calculé el coeficiente especifico de

energia para cada tratamiento.

Tabla 39. Coeficiente especifico de energia para los tratamientos de la etapa | (procesador
ultrasénico 1) a partir de la potencia efectiva determinada.

AMPLITUD t (min) Eva (W-s/mL)
50 2 5.26
50 6 15.77
100 2 11.29
100 6 33.88

1 . . s , ;.
E.4: Coeficiente especifico de energia para los resultados de la etapa | en el procesador ultrasénico 1
calculado a partir de la potencia efectiva.

ETAPA | (Analisis de GCMS)

Para el volumen de 1 L de las pruebas realizadas para cromatografia de gases acoplado a masas,
en el procesador ultrasénico 2, se tiene una potencia efectiva de 73.48 £ 1.42 W para la amplitud
de 50% y de 138.17 + 0.92 W para la de 100%. A partir de estos datos se calculé el coeficiente

especifico de energia para cada tratamiento.

Tabla 40. Coeficiente especifico de energia para los tratamientos de la etapa | (procesador
ultrasénico 2) a partir de la potencia efectiva determinada.

AMPLITUD t (min) E.s (W-s/mL)

50 2 8.82

50 4 17.63
50 6 26.45
100 2 16.58
100 4 33.16
100 6 49.74
100 12 99.48
100 24 198.96

1 . . e , o
E.s: Coeficiente especifico de energia para los resultados de la etapa | en el procesador ultrasénico 2
calculado a partir de la potencia efectiva.
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ETAPAII
Para un volumen de 3 L se tiene una potencia efectiva de 37.38 + 1.18 W para la amplitud de 50%
y de 95.0 + 3.81 para la de 100%. A partir de estos datos se calculd el coeficiente especifico de

energia para cada tratamiento.

Tabla 41. Coeficiente especifico de energia para los tratamientos de la etapa Il a partir de la
potencia efectiva determinada.

COEFICIENTE DE
TIEMPO ENERGIA
AMPLITUD (min) ESPECIFICA
(W-s/mL)
50 18 13.46
100 12 22.80

1 .. s s, ;.
E.s: Coeficiente especifico de energia para los resultados de la etapa Il en el procesador ultrasénico 1
calculado a partir de la potencia efectiva.

Las diferencias entre las potencias efectivas calculadas para la etapa | y la etapa Il se pueden
atribuir a diferencias en la geometria del recipiente donde se realizé el tratamiento y a las
diferencias de volumen. La forma del recipiente es importante ya que la intensidad del sonido
disminuira conforme se aleja del transductor, lo cual se conoce como atenuacién de la onda y se
debe a la reflexidn, refraccién y absorcidon de la onda de sonido en el medio. Cuando se opera a
baja frecuencia la maxima energia se encuentra alrededor de la superficie de irradiacién la cual
disipa la energia en forma de cono y puede ser un problema para el escalamiento a volimenes
industriales (Sutkar & Gogate, 2009). Por su parte, Margulis & Margulis (2005) mencionan que la
potencia acustica irradiada y absorbida no depende de la geometria del recipiente ni el volumen
del liquido si: 1) el tamafio del recipiente es mas grande que las dimensiones de la nube de
cavitacion (20 x 60 mm aprox.)(Margulis & Margulis, 2005); 2) la distancia entre la fuente de
irradiacion y el fondo del recipiente es mayor que la altura de la nube de cavitacion; 3) la potencia
acustica irradiada es absorbida en su totalidad por el liquido. En este caso para el recipiente donde
se llevaron a cabo los tratamientos de 1 L la base del sonotrodo quedaba cerca (20 mm aprox.) del
fondo del recipiente por lo que en este caso no se cumple la condicién nimero y por lo cual

pueden existir diferencias entre las potencias medidas.
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6.3 FORMATOS APLICADO EN EL ANALISIS SENSORIAL DE LECHE

EVALUACION SENSORIAL
ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA LECHE
NOMBRE:
FECHA:

Buenos dias. Frente a usted tiene una muestra de leche degtistela v califique los
atributos que se solicitan sobre 1a linea de 10 centimetros. El extremo de la izquierda
equivale a la ausencia del atributo (0), ¢l extremo de la derecha corresponde a la
intensidad maxima (10). Marque con una X la intensidad.

MUESTRA:

ACIDEZ

+*
L

METALICO

+

*

QUIMICO

-
L 2

FERMENTADO

L 3
-*

OXIDADO

»

L

RANCIO

L 3
L

AMARGO

*»
L
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6.4 FORMATO APLICADO EN EL ANALISIS SENSORIAL DE QUESO

INSTRUCCIONES: Buenos dias, frente a usted tiene 3 muestras de queso. Deguste cada una de las
muestras y ordénelas segun intensidad del atributo indicado. Si tiene cualquier duda por favor

preguntenos. Gracias.

AMARGO Muestras 672 542 731
Menos Mas
intensa intensa
AciDO
Menos Mas
intensa intensa
METALICO
Menos Mas
intensa intensa
PASTOSO
Menos Mas
intensa intensa
FIRMEZA
Menos Mas
intensa intensa

Antes de terminar nos interesa saber su nivel de agrado. Por favor ordene las muestras segun su
nivel de agrado
Muestras 672 542 731

Menos Mas

agradable agradable

iGracias por su participacion!

138




6.5 TABLAS

Etapa |
Diametros promedio de particulas en leche tratada por TS.

AMPLITUD | TIEMPO (min) |  D[4,3] D[3,2] D10 Dso Dgo
50% 0 5.33+£0.19 | 5.04+£0.20 | 0.14+0.02 | 0.32+0.03 | 4.52+£0.26
50% 2 5.09+0.38 | 4.55+0.57 | 0.14+0.02 | 0.36+0.05 | 3.49+0.85
50% 4 5.23+0.65 | 3.89+1.02 | 0.14+0.04 | 0.43+0.14 | 2.63+1.04
50% 6 4.62+0.78 | 3.96+0.75 | 0.15+0.01 | 0.46+0.01 | 3.03+0.95
50% 0 5.60+0.58 | 5.31+0.75 | 0.13+0.02 | 0.29+0.02 | 4.50+ 1.06
50% 2 5.08+0.26 | 4.69+0.38 | 0.12+0.02 | 0.32+0.02 | 3.68 +0.81
50% 4 4.96+0.82 | 4.48+0.85 | 0.15+0.01 | 0.37+0.05 | 3.46+0.38
50% 6 3.74+0.50 | 3.42+0.45 | 0.17+0.03 | 0.45+0.07 | 3.06 + 0.15
100% 0 5.25+0.83 | 4.95+0.98 | 0.12+0.02 | 0.31+0.03 | 4.13+0.83
100% 2 5.29+0.38 | 4.59+0.37 | 0.16+0.03 | 0.39+0.03 | 2.64+0.94
100% 4 3.49+0.58 | 3.22+0.57 | 0.18+0.05 | 0.56 +0.17 | 3.00+ 0.40
100% 6 1.81+0.71 | 1.54+0.52 | 0.21+0.02 | 0.45+0.05 | 1.46+0.31
100% 0 4.80+0.70 | 4.53+0.71 | 0.11+£0.02 | 0.31+0.02 | 3.72+0.52
100% 2 3.44+0.27 | 3.15+0.18 | 0.14+0.03 | 0.42+0.01 | 2.87 +0.13
100% 4 3.30+0.67 | 2.99+0.59 | 0.18+0.03 | 0.47+0.04 | 2.71+0.32
100% 6 3.03+1.08 | 2.61+0.84 | 0.21+0.04 | 0.47+0.06 | 2.22+0.44

Valores promedio en um. Mediciones por triplicado.

Capacidad de retencion de Agua y firmeza de gel, tiempo de coagulacién, pH

AMPLITUD t (min) 1%';’2 (fuaa‘;?'::: ) | FIRMEZA(N) | tcoes (min) pH
50% 2 63.95+1.26 | 0.12+0.01 |3886+048| 6.63
50% 2 62.63+0.55 | 0.11+0.01 |41.76+1.40| 6.63
50% 6 70394028 | 006+0.01 |36.05+1.23| 6.62
50% 6 67.48+0.45 | 008+001 |40.43+2.16| 6.62
100% 2 65.50+048 | 0.10+0.01 |43.13+294| 6.63
100% 2 67.05+0.79 | 006+0.01 |38.01+103| 6.62
100% 6 70.87+0.48 | 007+001 |36.04+040| 6.61
100% 6 7145+0.71 | 007+0.01 |3656+062| 6.63

LTLT 50.024225 | 013+0.02 |40.66+2.47| 6.64
LTLT 60.53+0.16 | 0.12+0.02 |41.93+027| 6.65

'Valores promedio de mediciones por triplicado (excepto pH).
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Color

AMPLITUD | TIEMPO (min) L* a* b*
50% 2 80.43+0.19 | -3.75+0.01 1.16£0.16
50% 2 80.75+0.16 | -3.64+0.04 1.35+0.03
50% 6 82.52+0.08 | -3.64+0.02 1.92+£0.09
50% 6 82.74+0.03 | -3.59+0.05 1.98 £0.03
100% 2 81.99+0.04 | -3.62+0.04 1.68 £ 0.04
100% 2 82.03+0.06 | -3.61+0.02 1.84 +£0.02
100% 6 83.84+0.10 | -3.61+0.02 2.25+0.13
100% 6 83.78+0.01 | -3.61+0.05 2.11+0.04

LTLT 79.01+0.09 | -3.80+0.02 0.78 £0.05
LTLT 78.75+0.13 | -3.72+0.08 | 0.82+0.07

Valores promedio de mediciones por triplicado.
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Compuestos volatiles generados en leche tratada por termosonicacién a 100% de amplitud

COMPUESTO TIEMPO (min)

2 2 4 4 6 6 12 24 24
1,3 Butadieno | 0.10+0.03 | 0.10+0.04 | 0.37+0.03 | 0.43+14.37 | 0.42+0.04 | 0.27+0.02 | 0.50+0.35 | 1.62+1.67 | 1.25+0.51
Isopreno nd 0.09+0.02 | 0.20+0.10 | 0.16%+6.62 | 0.18+0.01 | 0.13+£0.02 | 0.52+0.24 | 0.79+1.80 | 1.23+0.53
1-Hexeno nd nd nd nd nd nd 0.14+0.14 | 0.69+0.67 | 0.53+0.05
Benceno 192+0.02 | 0.19+£0.03 | 1.22+0.01 | 2.25+4.51 | 1.01+0.03 | 0.50+0.06 | 0.85+0.04 | 1.29+1.27 | 0.99+0.25
1-Hepteno 0.07£0.01 nd 0.09+0.13 | 0.22+3.71 | 0.21+0.01 | 0.15+0.00 | 0.33+0.19 | 1.10+1.25 | 0.59+£0.05
Pentanal 0.15+0.03 | 0.16+0.08 | 0.13+0.01 | 0.24+19.33 | 0.14+0.02 | 0.13+0.03 | 0.17+£0.07 | 0.32+0.39 | 0.45+£0.05
Tolueno 0.82+0.03 | 0.73+0.26 | 0.96+0.05 | 1.03+6.64 | 0.82+0.01 | 0.43+0.02 | 0.74+£0.04 | 1.92+2.17 | 2.06£0.19
1-Octeno nd nd 0.06 £0.01 nd 0.10+0.01 | 0.06+0.01 | 0.22+0.01 | 0.39+0.83 | 0.74+£0.02
Hexanal 0.14+0.05 | 0.16+0.06 | 0.16+0.02 | 0.19+1.29 | 0.18+0.00 | 0.11+0.01 | 0.31+0.03 | 0.50+0.70 | 1.20+£0.20
2-Heptanona | 0.22+0.00 | 0.26 +0.07 | 0.26+0.01 | 0.31+4.78 | 0.24+0.00 | 0.16+0.01 | 0.27 £0.02 | 0.46 +0.53 | 0.43 +£0.02
Heptanal nd nd 0.10+0.01 | 0.11+295 | 0.11+0.00 | 0.08+0.00 | 0.24+0.03 | 0.65+0.65 | 0.87 £0.02
Octanal nd nd nd nd nd nd 0.05+0.00 | 0.15+0.13 | 0.18 £0.00
2-Nonanona | 0.12+0.01 | 0.13+0.05 | 0.13+0.00 | 0.14 +15.46 | 0.11+0.00 | 0.08 +0.00 | 0.13+0.01 | 0.24+0.23 | 0.22 +0.01
Nonanal nd nd 0.06+0.01 | 0.07+1.29 | 0.07+£0.01 | 0.04+£0.00 | 0.16+0.02 | 0.49+£0.48 | 0.58£0.01

® Valores promedio de mediciones (n=2) expresados como area relativa al drea del patrén interno.
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Compuestos volatiles generados en leche tratada por termosonicacion a 50% de amplitud

TRATAMIENTOS TIEMPO (min)
COMPUESTO
CRUDA CRUDA LTLT LTLT 2 2 4 4 6 6
1,3 Butadieno nd nd nd nd 0.10+£0.03 | 0.06+£0.03 | 0.14+0.00 | 0.13+0.03 |0.27+0.03{0.23+0.02
Isopreno nd nd nd nd nd nd 0.06+£0.03 | 0.08+£0.07 |0.15+£0.04|0.12 £0.07
1-Hexeno nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Benceno 2.56+0.13| 0.02+0.00 | 0.03+0.00 [0.02+£0.01| 0.48+0.04 | 0.13+£0.01 | 1.26+0.02 | 1.45+0.25 |0.89+0.04 |1.11+0.06
Pentanal nd 0.08 £ 0.05 nd nd 0.08+0.03 | 0.06+0.02 | 0.14+0.03 | 0.10+0.04 {0.15+0.06 |0.15+0.04
Tolueno 1.05+0.06| 0.41+0.04 | 0.46+0.02 [0.46+0.05| 0.61+0.02 | 0.65+0.03 | 0.87+0.09 | 1.07+0.28 [0.76 £0.06 | 0.80 + 0.04
1-Octeno nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Hexanal nd 0.13+0.02 nd nd 0.08+0.02 | 0.12+£0.02 | 0.12+0.03 | 0.11+0.02 |0.15+0.00{0.14 +£0.02
2-Heptanona |0.13+0.02| 0.10+0.00 | 0.22+0.00 |0.22+0.04| 0.26+0.00 | 0.26+0.01 | 0.26+0.00 | 0.34+0.11 |0.27+0.02 |0.24+0.01
Heptanal nd nd nd nd nd nd nd 0.06 £0.01 |0.07 £0.00|0.07 £0.00
Acido
hexanoico metil
éster 4.34+0.67 | 2.39+0.17 nd nd nd nd nd nd nd nd
Octanal nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
2-Nonanona 0.08+0.00| 0.07+0.00 | 0.10+£0.00 |0.10+0.02| 0.14+0.00 | 0.13+0.00 | 0.11+£0.00 | 0.15£0.05 |0.13+0.01|0.10%0.01
Acido octanoico
metil éster 2.30+0.00| 1.11+0.12 nd nd nd nd nd nd nd nd
Nonanal nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Acido
decanoico metil
éster 0.72+0.22| 0.27 +0.01 nd nd nd nd nd nd nd nd

% Valores promedio de mediciones (n=2) expresados como area relativa al drea del patrén interno.
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Composicion de la leche de queseria

ETAPAII

INICIAL
Componente LTLT
Q26 Q20 Q23 Q30
Grasa 3.00£0.00 | 2.98+0.01 | 2.99+0.01 | 3.02+0.04
SNF 8.44+0.00 | 8.21+0.01 | 848+0.02 | 8.21+0.08
Densidad 29.22 £0.02 | 28.37 £0.03 | 29.38 £+ 0.06 | 28.34 £ 0.25
Lactosa 4.64+0.01 | 451+0.00 | 4.66+0.01 | 451+0.04
Sélidos 0.69+0.00 | 0.67+0.00 | 0.69+0.01 | 0.68 +0.01
Proteina 2.32+0.00 | 2.28+0.00 | 2.32+0.01 | 2.29 +0.03
50%
Q21 Q27 Q32 Q29
Grasa 3.00+0.08 | 3.00+0.00 | 3.00+0.02 | 2.99 +0.01
SNF 8.44+0.22 | 8.18+0.01 | 8.26 +0.01 | 8.38+0.01
Densidad 29.21+0.77 | 28.24 +0.03 | 28.55 +0.05 | 28.99 + 0.03
Lactosa 4.64+0.12 | 449+0.01 | 454+0.01 | 4.60+0.01
Sélidos 0.69+0.02 | 0.67+0.00 | 0.68+0.00 | 0.69 +0.00
Proteina 2.32+0.06 | 2.28+0.00 | 2.29+0.01 | 2.31+0.00
100%
Q22 Q25 Q28 Q31
Grasa 3.00+0.01 | 3.00+0.00 | 3.00+0.01 | 3.00+0.02
SNF 8.26+0.01 | 8.44+0.01 | 8.35+0.00 | 8.39+0.02
Densidad 28.54+0.02 | 29.21 +0.05 | 28.88 +0.01 | 29.03 + 0.07
Lactosa 4.54+0.00 | 4.63+0.01 | 4.59+0.00 | 4.61+0.01
Sélidos 0.68+0.00 | 0.69+0.00 | 0.68+0.00 | 0.69 +0.00
Proteina 2.29+0.01 | 2.32+0.00 | 2.30+0.00 | 2.31+0.01
FINAL
Componente LTLT
Q26 Q20 Q23 Q30
Grasa 2.97+0.02 | 3.02£0.01 | 3.06+0.01 | 3.01+0.03
SNF 8.32+0.01 | 8.20£0.02 | 8.19+0.03 | 8.24+0.02
Densidad 28.80+0.03 | 28.32 £ 0.06 | 28.25 +0.08 | 28.47 + 0.06
Lactosa 458 +0.01 | 4.51+0.01 | 450+0.01 | 4.53+0.01
Solidos 0.68 £0.00 | 0.67+0.00 | 0.67+0.00 | 0.68 +0.01
Proteina 2.30+0.01 | 2.29+0.01 | 2.31+0.01 | 2.30+0.02
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50%
Q21 Q27 Q32 Q29
Grasa 3.08+0.01 | 3.22+0.01 | 3.17+0.01 | 3.15+0.01
SNF 8.32+0.03 | 8.19+0.06 | 8.16+0.01 | 8.24 £0.01
Densidad 28.70+£0.09 | 28.11 £ 0.20 | 28.01 £ 0.00 | 28.34 £ 0.03
Lactosa 4.57+0.01 | 450+0.03 | 4.48+0.00 | 4.53+0.01
Sélidos 0.68+0.00 | 0.67+0.01 | 0.67+£0.00 | 0.68 +£0.01
Proteina 2.33+0.01 | 2.34+0.04 | 2.34+0.01 | 2.34+0.01
100%
Q22 Q25 Q28 Q31
Grasa 3.16+0.01 | 3.00+0.00 | 3.12+0.00 | 3.16+0.01
SNF 8.10+0.01 | 8.44+0.01 | 8.15+0.01 | 8.21+£0.02
Densidad 27.80£0.05 | 29.21 £0.05 | 28.03 +0.03 | 28.23 + 0.06
Lactosa 4.45+0.01 | 463+0.01 | 448+0.01 | 451+0.01
Sélidos 0.66+0.00 | 0.69+0.00 | 0.67+0.00 | 0.67+0.00
Proteina 2.32+0.00 | 2.32+0.00 | 2.32+0.00 | 2.34+0.00

"Valores promedio en % (p/p) de mediciones por triplicado.

Cambios de pH y acidez titulable en leche de queseria.

H AT
TRATAMIENTO CLAVE pH recepcién paste:rizacién AT recepcion | pasteurizacién
LTLT Q26 6.61 6.56 0.134+0.000 | 0.134 +0.000
LTLT Q20 6.65 6.58 0.125+0.000 | 0.128 +0.006
LTLT Q23 6.63 6.54 0.138 £ 0.006 | 0.140+0.005
LTLT Q30 6.63 6.59 0.131+0.006 | 0.134 +0.005
50% Q21 6.58 6.52 0.142 £0.003 | 0.153+0.000
50% Q27 6.63 6.53 0.129+£0.005 | 0.150+0.006
50% Q32 6.63 6.55 0.131+0.006 | 0.147 +0.006
50% Q29 6.59 6.51 0.137+£0.006 | 0.150+0.005
100% Q22 6.64 6.53 0.131+0.006 | 0.147 £0.005
100% Q25 6.62 6.52 0.142 £0.003 | 0.152 +0.003
100% Q28 6.63 6.53 0.134+0.000 | 0.150+0.006
100% Q31 6.65 6.52 0.139+0.005 | 0.145+0.003

'Acidez titulable, valores promedio de mediciones por triplicado.
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Cambios en tiempo de coagulacion y constantes de velocidad de cocimiento y cheddarizacion de los

quesos elaborados.

Constante de ?lz:‘;ctiadr;t: ::
TRATAMIENTO CLAVE Coagulacion (min) v.el?cidad dfe B Cheddarizacién

cocimiento (min™) (min)
LTLT Q26 51.00 0.0019 0.009
LTLT Q20 55.00 0.0022 0.010
LTLT Q23 51.00 0.0016 0.008
LTLT Q30 57.00 0.0021 0.010
50% Q21 51.00 0.0016 0.004
50% Q27 58.00 0.0016 0.004
50% Q32 53.00 0.0014 0.005
50% Q29 55.00 0.0014 0.005
100% Q22 56.00 0.0017 0.005
100% Q25 51.00 0.0013 0.004
100% Q28 53.00 0.0018 0.005
100% Q31 56.00 0.0016 0.005

ETAPA I
Composicidon promedio de los quesos LTLT y TS.

TRATAMIENTO | CLAVE CLORUROS GRASA CENIZAS PROTEINA
LTLT 26 1.63 +£0.09 22.83+0.29 3.74 £ 0.05 22.56+0.29
LTLT 30 1.58 £ 0.01 26.33+0.29 3.64 +£0.04 20.84 £ 0.40
LTLT 20 1.51+0.04 27.50+0.00 3.48+0.08 22.30+2.82
50% 21 1.62 £ 0.03 24.33+0.29 3.58 £ 0.05 22.09 +0.35
50% 32 1.60+0.04 25.00 £ 0.50 3.40+0.03 20.85 + 1.56
50% 29 1.70£0.06 24.50 £ 0.00 3.451+0.04 20.93+£0.98
100% 25 1.71+£0.01 24.33+0.29 3.74 £ 0.05 19.62 £+ 0.15
100% 31 1.59 £ 0.03 23.33+1.15 3.21+0.09 19.63 +0.59
100% 22 1.86 £ 0.05 24.33+0.29 3.51+0.07 22.69+0.77

! Valores promedio de mediciones por triplicado. Resultados expresados en base himeda.
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Rendimiento verde, rendimiento quesero y humedad en quesos elaborados con leche pasteurizada

con y sin asistencia de US.

TRATAMIENTO CLAVE Humedad Rendimiento verde | Rendimiento humedo
LTLT Q20 39.60+0.17 11.546 9.925
LTLT Q23 44,01 £0.10 11.846 10.339
LTLT Q26 42.85+0.68 11.812 10.235
LTLT Q30 43.56£0.12 11.632 10.267
50% Q27 46.47 £ 0.23 13.000 11.145
50% Q29 45.61+0.21 12.628 11.006
50% Q21 46.75+0.25 12.483 10.770
50% Q32 46.08 £ 0.17 12.764 11.027
100% Q28 45.41+0.82 12.790 10.931
100% Q22 45.67 +0.78 12.842 11.124
100% Q25 46.49+0.23 12.707 11.039
100% Q31 48.30+0.17 13.399 11.497

' Humedad: Valores promedio de mediciones por triplicado expresados en g agua/100 g de queso.

Pérdidas de grasa en suero, pérdidas de sélido finos en quesos elaborados con leche pasteurizada con
y sin asistencia de US.

Pérdida de grasa Pérfii.da de

TRATAMIENTO CLAVE en suero folldos

finos (g)
LTLT Q26 4.22 0.34
LTLT Q20 4.15 0.34
LTLT Q23 4.09 0.42
LTLT Q30 5.43 0.37
50% Q21 2.99 0.30
50% Q27 3.40 0.33
50% Q32 3.36 0.32
50% Q29 3.90 0.43
100% Q22 2.65 0.54
100% Q25 2.80 0.36
100% Q28 3.18 0.56
100% Q31 2.52 0.24

! pérdida de grasa en suero % = 100*(peso de suero*% p/p de grasa en suero)/(peso leche*% p/p de grasa en leche)

Actividad de agua
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TRATAMIENTO | CLAVE p p Aw y p
DIA1 DIA 21 DIA 42 DIA 63
LTLT Q20 | 0.960+0.001 | 0.956+0.001 | 0.954 +0.003 | 0.948 + 0.003
LTLT Q23 | 0.956+0.002 | 0.953+£0.002 | 0.959 +0.004 | 0.952 +0.002
LTLT Q26 | 0.956+0.001 | 0.955+0.001 | 0.956 +0.001 | 0.947 +0.003
LTLT Q30 | 0.959+0.001 | 0.955+0.002 | 0.953 £0.003 | 0.950 + 0.002
50% Q27 | 0.957+0.001 | 0.958 +£0.003 | 0.956 +0.002 | 0.957 +0.002
50% Q29 | 0.955+0.002 | 0.953+0.003 | 0.955+0.001 | 0.951+0.001
50% Q21 | 0.955+0.002 | 0.957+£0.004 | 0.958 +0.002 | 0.953+0.001
50% Q32 | 0.958+0.004 | 0.954 +£0.001 | 0.953 £0.002 | 0.953 +0.002
100% Q28 | 0.956+0.003 | 0.953+0.001 | 0.961 +0.003 | 0.953+0.001
100% Q22 | 0.960+0.002 | 0.953+0.001 | 0.955+0.003 | 0.953+0.001
100% Q25 | 0.955+0.002 | 0.956+0.001 | 0.954 +0.002 | 0.954 +0.001
100% Q31 | 0.958+0.001 | 0.959+0.001 | 0.956 £0.002 | 0.953 +0.002
! Valores promedio de mediciones por triplicado
Parametros de color
L*
TRATAMIENTO | CLAVE p y p p
DIA1 DIA 21 DIA 42 DIA 63
LTLT Q20 88.32+0.09 | 85.10+£0.74 * 82.41+2.13
LTLT Q23 90.15+0.41 | 84.65+0.48 | 85.24 £ 0.66 | 84.88 +0.78
LTLT Q26 89.46+0.17 | 85.21+0.43 | 85.22 £ 0.13 | 84.17 £ 0.30
LTLT Q30 88.60+0.50 | 84.18 £ 0.29 | 85.25+0.37 | 83.45+0.77
50% Q27 91.27+0.32 | 88.29+0.25 | 88.18 £ 0.61 | 87.29+£0.73
50% Q29 90.74+£0.22 | 88.12+0.41 | 87.56 £ 0.21 | 87.15+0.61
50% Q21 90.99+0.38 | 87.87+0.25 | 87.92 £ 0.34 | 86.50 £ 0.45
50% Q32 90.86+0.22 | 87.35+0.53 | 88.58 £ 0.29 | 88.51 £ 0.45
100% Q28 91.01+£0.39 | 87.29+1.02 | 88.12 £ 0.68 | 85.75+0.22
100% Q22 91.82+0.24 | 88.17+0.75 * 86.58 £ 0.42
100% Q25 90.86+0.25 | 87.51+0.65 | 87.97£0.20 | 86.63 £ 0.73
100% Q31 91.39+0.35(88.31+0.78 | 87.87£0.53 | 87.22 £ 1.02
! Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicidn faltante.
a*
TRATAMIENTO CLAVE p p p p
DIA1 DIA 21 DIA 42 DIA 63
LTLT Q20 1.98+0.08 | 2.99+0.03 * 3.12+£0.05
LTLT Q23 1.38+0.06 | 2.66+0.14 | 2.92+0.12 | 2.88+0.12
LTLT Q26 1.42+0.11 | 247+0.13 | 2.60+£0.07 | 2.72+£0.03
LTLT Q30 1.46+0.05 | 2.63+0.08 | 2.74+£0.05 | 2.82+£0.04
50% Q27 1.29+0.07 | 2.21+£0.03 | 2.40+£0.02 | 2.47 £0.09
50% Q29 1.25+0.05 | 2.13+0.07 | 2.18+0.03 | 2.25+£0.04
50% Q21 1.17+£0.13 | 2.22+0.08 | 2.37+0.04 | 2.44+£0.04
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50% Q32 1.23+0.07 | 1.98+0.05 | 2.14+0.04 | 2.30 £ 0.08
100% Q28 1.31+0.04 | 2.33+£0.13 | 2.51+£0.08 | 2.62 £ 0.06
100% Q22 1.13+0.03 | 2.08 £0.03 * 2.07 £0.03
100% Q25 1.15+0.08 | 2.01+£0.09 | 2.12+0.09 | 2.29 £ 0.08
100% Q31 0.93+0.09 | 1.68+0.02 | 1.86+0.03 | 1.92 +0.04

Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicién faltante.

TRATAMIENTO | CLAVE p p b p p
DIA1 DIA 21 DIA 42 DIA 63
LTLT Q20 18.04 +0.31 | 24.69+0.21 * 23.83+0.76
LTLT Q23 16.44+0.10 | 24.54 +0.72 | 23.58 £ 0.51 | 24.05 £ 0.37
LTLT Q26 16.89+0.45| 23.66+0.49 | 22.70+0.34 | 23.65+0.20
LTLT Q30 17.21+0.23 | 23.14+0.66 | 23.13+0.20 | 22.87 £ 0.38
50% Q27 15.21+0.27 | 21.06 £ 0.47 | 20.53+0.22 | 20.84 £ 0.26
50% Q29 14.68 +£0.17 | 20.23+0.43 | 19.57+0.24 | 19.23+0.43
50% Q21 14.95+0.47 | 20.56 £ 0.57 | 20.19+0.52 | 20.22 £ 0.17
50% Q32 15.12+0.31| 19.45+0.22 | 18.89+0.31 | 19.10+£0.20
100% Q28 14.82+0.10 | 20.04 £0.86 | 19.61+0.13 | 20.79+0.14
100% Q22 14.59+0.15 | 20.28 £ 0.43 * 20.29+£0.30
100% Q25 14.48 +0.20 | 18.99+0.37 | 18.71+0.24 | 18.95+0.42
100% Q31 14.45+0.43 | 18.81+0.45 | 18.28+0.47 | 18.55+0.20
! valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicién faltante.
pH durante la maduracién
TRATAMIENTO CLAVE p p PH p p
DIA1 DIA 21 DIA 42 DIA 63
LTLT Q20 5.35+0.01 | 5.16+£0.01 * 5.14+0.01
LTLT Q23 5.30+0.01 | 5.32+£0.03 | 5.20+£0.01 | 5.18+0.01
LTLT Q26 541+0.01|5.29+£0.02 | 5.22+0.01 | 5.18+0.01
LTLT Q30 5.36+0.02 | 5.24+0.01 | 5.16 £0.01 | 5.12+£0.02
50% Q27 5.35+0.01 | 5.04+£0.02 | 495+0.01 | 4.93+£0.01
50% Q29 5.39+0.02 | 5.12+0.01 | 5.02+0.01 | 4.97 £0.00
50% Q21 5.38+0.01 | 5.19+£0.02 | 5.03+£0.01 | 5.01+£0.01
50% Q32 5.36+0.02 | 5.11+£0.02 | 5.00+£0.01 | 4.97+0.01
100% Q28 5.33+0.01 | 5.07+£0.03 | 5.07+£0.02 | 5.01+£0.01
100% Q22 5.35+0.03 | 5.06+£0.01 * 4,97 £0.01
100% Q25 5.42+0.03|5.22+0.02 | 5.01+£0.01 | 5.01+£0.01
100% Q31 5.38+0.02 | 5.12+0.01 | 5.01+£0.01 | 4.97+£0.02

! Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicion faltante.
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Acidez titulable

TRATAMIENTO |  CLAVE _ Acidez Titulable _
DIA1 DIA 21 DIA 42 DIA 63

LTLT Q20 0.34+0.00 | 0.28+0.02 | 0.34+£0.09 | 0.37£0.02

LTLT Q23 0.35+0.00 | 0.26 £0.02 | 0.30+0.02 | 0.37£0.02

LTLT Q26 0.47+0.03 | 0.30+0.02 | 0.39+0.00 | 0.36 +0.00

LTLT Q30 0.23+0.02 | 0.20+0.02 | 0.40+0.01 | 0.35+£0.02

50% Q27 0.53+0.02 | 0.24+0.02 | 0.48+0.02 | 0.49+0.02

50% Q29 0.36+0.04 | 0.31+0.02 | 0.44+0.02 | 0.39+0.00

50% Q21 0.36+0.02 | 0.19+0.02 | 0.36 +£0.00 | 0.40+0.00

50% Q32 0.32+0.02 | 0.26+0.02 | 0.44+0.02 | 0.39+0.00

100% Q28 0.45+0.00 | 0.33+0.02 | 0.24+0.02 | 0.41+£0.02

100% Q22 0.44+0.02 | 0.33+0.02 | 0.40+£0.10 | 0.41+£0.02

100% Q25 0.43+0.02 | 0.26+0.02 | 0.47 £0.00 | 0.43 +0.00

100% Q31 0.29+0.02 | 0.28+0.04 | 0.36+0.00 | 0.39+0.01

! Valores promedio de mediciones por triplicado.
Aminodcidos libres
TRATAMIENTO | CLAVE MADURACION (d)
1 22 43 64 85

LTLT Q30 1.338+0.037 | 1.905+0.005 | 2.002 £ 0.005 | 3.047 £ 0.335 | 3.434 £ 0.101
LTLT Q23 1.238+0.040 |1.725+0.050 | 2.366 +£0.241 | 2.774 £ 0.107 | 3.175 £ 0.085
LTLT Q26 1.277 +£0.010 | 1.775+0.005 | 2.355+0.029 | 2.929 + 0.087 | 3.384 + 0.054
50% Q29 1.258 +0.062 | 2.020+0.043 | 2.513 +£0.000 | 3.090 £ 0.124 | 3.231 + 0.058
50% Q32 1.425+0.054 |2.030+0.021|2.661+0.157 | 3.197 £0.086 | 3.368 £ 0.142
50% Q21 1.595+0.005 |1.887+0.109 | 2.546 £ 0.098 | 2.628 +£ 0.015 | 3.070 + 0.098
100% Q25 1.261+0.036 |1.912+0.093|2.547+0.138 | 2.824 +£0.056 | 3.121 +0.024
100% Q28 1.151+0.054 |2.084+0.024 | 1.987 +£0.076 | 2.847 £ 0.030 | 3.001 + 0.091
100% Q31 1.461+0.069 |2.010+0.001|2.347+0.070 | 2.825 £+ 0.096 | 2.980 *+ 0.065

! Valores promedio de mediciones por duplicado expresados en mg de Leu/g de queso.

Capacidad de fundido
TRATAMIENTO CLAVE 1 21 42 63
LTLT Q23 1.35+0.14 | 2.53+0.13 | 2.73+0.22 | 3.37+0.27
LTLT Q26 1.38+0.12 | 2.50+0.08 | 3.02+0.33 | 3.40+0.21
LTLT Q30 1.31+0.04 | 3.28+0.19 | 3.00+0.05 | 3.51+0.06
LTLT Q20 1.35+0.05 | 2.68 +0.05 | 2.91+0.29 | 2.82+0.26
50% Q29 1.06+0.04 | 1.92+0.11 | 2.24+0.07 | 2.95+0.21
50% Q21 1.06+0.02 | 1.76 £0.18 | 2.38+0.26 | 2.28 +0.17
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50% Q32 1.10+£0.04 | 2.10+£0.05 | 2.24+0.06 | 3.03 £0.15
50% Q27 1.06+0.02 | 2.65+0.14 | 0.00+0.00 | 2.63 £0.15
100% Q28 1.08+0.03 | 1.80+0.18 | 1.89+0.18 | 1.92£0.11
100% Q25 1.04+0.03 | 1.53+0.08 | 2.23+0.05 | 2.15+0.18
100% Q31 1.07+0.03 | 1.64+0.02 | 1.85+0.08 | 2.21 +0.04
100% Q22 1.06+0.02 | 1.66+0.14 | 1.64+0.08 | 1.58 + 0.04

Valores promedio de mediciones por triplicado expresadas como razén de cambio.

Dureza
TRATAMIENTO CLAVE TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT Q20 72.63+3.22 | 50.58+1.78 * 34.73+4.43
LTLT Q23 57.10+3.39 | 51.45+7.41 | 49.06+2.99 | 42.05+1.11
LTLT Q26 73.93+4.87 | 50.67+4.41 | 43.17+3.28 | 41.94+0.54
LTLT Q30 55.99+6.20 | 53.94+4.76 | 43.74+5.51 | 36.31+2.10
50% Q27 5247+4.18 | 24.60+0.49 | 28.04+3.14 | 26.65+4.42
50% Q29 43.14+3.05 | 33.98+2.35 | 33.00+1.35 | 27.57+1.49
50% Q21 53.46+5.31 | 42.15+7.00 | 43.04+4.70 | 34.31+2.83
50% Q32 49,78 £2.47 | 33.83+3.11 | 28.76+3.99 | 23.97+1.84
100% Q28 38.36+2.21 | 41.09+1.03 | 39.43+0.39 | 34.45+2.50
100% Q22 39.11+1.68 | 29.07+£1.86 * 27.28£0.21
100% Q25 53.10+2.31 | 35.65+3.85 | 31.59+3.52 | 36.21+3.32
100% Q31 39.07+2.87 | 25.31+1.54 | 20.29+2.12 | 18.89+2.60
! Valores promedio de mediciones por triplicado expresadas en N. * Medicidn faltante.
Cohesividad
TRATAMIENTO CLAVE TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT Q28 0.64 £0.01 0.68 £ 0.01 * 0.66 £ 0.01
LTLT Q22 0.65 +£0.02 0.68 £ 0.02 0.66 £ 0.01 0.65+0.01
LTLT Q25 0.67 £0.02 0.70+0.00 0.69+0.00 0.66 £ 0.01
LTLT Q31 0.62 £0.01 0.67 £0.01 0.64 £0.01 0.64 £0.00
50% Q20 0.63+£0.01 0.65+0.01 0.63+£0.01 0.63+£0.01
50% Q23 0.67 £0.01 0.67 £0.01 0.63+£0.00 0.64 £0.01
50% Q26 0.60+0.04 0.66 £ 0.01 0.63+£0.01 0.63+£0.01
50% Q30 0.62£0.04 0.65+0.01 0.62 £0.01 0.64 £0.00
100% Q27 0.62 £0.03 0.64 £0.01 0.64 £0.01 0.64 £0.01
100% Q29 0.65+£0.02 0.66 £ 0.01 * 0.66 £ 0.01
100% Q21 0.65+£0.03 0.68 £ 0.00 0.65+£0.02 0.63+£0.01
100% Q32 0.58 £ 0.02 0.67 £0.00 0.64 £0.01 0.64 £0.01

! Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicidn faltante.
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Elasticidad

TRATAMIENTO CLAVE TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT Q27 0.85+0.00 0.82+0.01 * 0.81+0.01
LTLT Q29 0.86+0.01 0.82+0.02 0.82+0.02 0.82£0.02
LTLT Q21 0.86 +£0.00 0.84 £0.00 0.81+0.01 0.83+0.01
LTLT Q32 0.87+0.01 0.82+0.01 0.80+0.01 0.80+0.01
50% Q28 0.82+0.01 0.79+0.01 0.81+0.01 0.81+0.00
50% Q22 0.81+0.02 0.80+0.01 0.80+0.01 0.81+0.01
50% Q25 0.83 £0.02 0.82+0.01 0.81+0.01 0.81+0.01
50% Q31 0.82 £0.00 0.80+0.01 0.80+0.01 0.80+0.01
100% Q20 0.82 £0.00 0.86 + 0.06 0.80+0.02 0.81+0.01
100% Q23 0.82+0.01 0.82+0.01 * 0.83 +£0.00
100% Q26 0.80+0.03 0.81+0.00 0.82 +£0.02 0.82 +0.00
100% Q30 0.82+0.01 0.81+0.00 0.79+0.01 0.81+0.00
! Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicion faltante.
Gomosidad
TRATAMIENTO CLAVE TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT Q20 46.58 £+2.83 | 34.14+1.07 * 23.04 £ 2.53
LTLT Q23 37.08+3.03 | 34.85+4.09 | 32.13+1.55 | 27.18 +1.17
LTLT Q26 49.14+1.73 | 35.69+2.98 | 29.60+2.15 | 27.80 £ 0.58
LTLT Q30 34.85+4.13 | 36.13+2.82 | 27.98+3.15 | 23.05+1.16
50% Q27 3297+2.92 | 1596+0.54 | 17.68+1.88 | 16.81+2.54
50% Q29 28.78+1.64 | 22.62+1.43 | 20.63+0.73 | 17.51+0.82
50% Q21 32.11+2.41 | 27.94+4.85 | 26.95+2.56 | 21.65+1.59
50% Q32 30.75+3.27 | 21.91+1.52 | 17.94+2.32 | 15.23+1.25
100% Q28 23.82+0.37 | 26.48+0.97 | 25.32+0.06 | 21.93+1.18
100% Q22 25.48 +0.54 | 19.04 +0.95 * 17.92 £ 0.45
100% Q25 34.23+0.74 | 24.25+2.59 | 20.53+1.58 | 22.87+1.83
100% Q31 22.85+2.53 | 16.90+1.01 | 13.06+1.30 | 12.12+1.55

! Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicién faltante.
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Masticabilidad

TRATAMIENTO CLAVE TIEMPO DE MADURACION (d)
1 21 42 63
LTLT Q28 39.56+2.40 | 27.83+1.16 * 18.74 £1.98
LTLT Q22 31.72+2.27 | 28.68+3.27 | 26.34+0.81 | 22.17+1.45
LTLT Q25 42.42+1.61 | 30.03+2.58 | 24.08+1.85 | 22.93+0.52
LTLT Q31 30.38+4.02 | 29.54+2.54 | 22.32+2.52 | 18.39+0.69
50% Q20 27.06+2.21 | 12.61+1.72 | 14.35+1.66 | 13.60 + 2.06
50% Q23 23.20+1.36 | 18.17+1.08 | 16.48+0.42 | 14.18 +0.83
50% Q26 26.63+2.46 | 22.87+4.20 | 21.76 +1.74 | 17.53+1.40
50% Q30 2534+2.60 | 17.48+0.95 | 14.33+1.77 | 12.24+0.92
100% Q27 19.42+0.44 | 22.82+2.53 | 20.20+0.61 | 17.86+ 1.38
100% Q29 20.94 +£0.50 | 15.55+0.85 * 1494 +2.71
100% Q21 27.51+0.82 | 19.70+2.19 | 16.73+1.31 | 18.71+1.49
100% Q32 18.72+2.03 | 13.69+0.81 | 10.36+0.96 | 9.86+1.25

! Valores promedio de mediciones por triplicado. * Medicién faltante.

Analisis Sensorial en queso.

INTENSIDAD
ATRIBUTO Menor Media Mayor
32 16 16
AMARGO 18 26 20
14 22 28
46 10 8
Acipo 8 28 28
10 26 28
37 10 17
METALICO 13 26 25
14 28 22
45 11 8
PASTOSO 9 29 26
10 24 30
8 6 50
FIRMEZA 29 29
27 29
14 8 41
AGRADO 16 37 10
33 18 12

1 . .
Frecuencia registrada
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