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RESUMEN

Se evalud el efecto de los exopolisacaridos (EPS) producidos por Streptococcus thermophilus
SY-102 en la elaboracién de queso mexicano tipo manchego. Como resultado principal, se
encontré que la mencionada cepa filante mejoro la retencion de agua y de grasa del queso, y
por lo tanto, aumenté significativamente su rendimiento. Ademas, en el queso elaborado con
cepa filante hubo mayor retencion de humedad durante la maduracion, lo que indica que los
EPS se unen fuertemente al agua dentro de la matriz de proteinas del queso.

Como parte del trabajo experimental se utilizd microscopia electronica de barrido
(SEM) para confirmar que los EPS unidos a la matriz de proteinas del queso produjeron una
red densa que ayud6 a aumentar la retencion de agua y grasa. Esta retencién generd una
estructura mas abierta en el queso que da como resultado final un producto mas blando.

La comparacion de las micrografias SEM de las diferentes secciones del queso mostro
mayor concentracién de EPS en el centro respecto a las secciones exteriores. Esta diferencia
de concentracion indica que la produccion de EPS continu6 durante la maduracion y que el
ambiente de humedad y/o concentracion de oxigeno en el centro del queso favorecio su
produccién.

En el andlisis de perfil de textura (APT) —que es un método instrumental— se
encontrd que el queso elaborado con cepa filante resultd ser menos duro, méas cohesivo y
menos elastico que el queso control; en cambio, los EPS no afectaron la masticabilidad. Los
cambios en la textura se relacionaron con la composicion. Se encontrd que cuando la cantidad
de agua y grasa disminuyen, se incrementa la dureza, mientras que la elasticidad disminuye
cuando se incrementa la cantidad de grasa. También se observd que hubo un aumento en la
cohesividad del queso elaborado con cepa filante debido a las interacciones de los EPS con la
matriz proteica.

Asimismo se realizd6 una evaluacion sensorial aplicando un Analisis Descriptivo
Cuantitativo donde se midieron los mismos atributos que en el Analisis del Perfil de Textura,
mediante un panel diez jueces entrenados. En este caso se obtuvo que el queso filante resultara

ser menos firme y menos cohesivo en comparacién con el queso control, mientras que la



elasticidad resultd significativamente mayor. Por otro lado, no se percibieron diferencias
significativas en la masticabilidad.

Por todo lo dicho anteriormente podemos concluir que el uso de una cepa de
Streptococcus thermophilus productora de EPS en la elaboracién de queso tipo manchego
ayudé a retener agua y grasa, lo cual influy6 en un mayor rendimiento del mismo. También el

uso de esta cepa modifico su textura resultando un queso menos duro.



ABSTRACT

An exopolysaccharide (EPS)-producing a strain of Streptococcus thermophilus was
evaluated in the production of Mexican manchego-type cheese. This ropy strain improved
water and fat retention, significantly increasing cheese yield. Furthermore, the ropy strain
cheese retained more moisture than control cheese during ripening, suggesting that EPS
strongly bound water within the protein matrix of the cheese. Scanning Electron Microscopy
(SEM) confirmed that EPS bound to the protein matrix of the cheese, producing a dense
network that helped to increase water and fat retention and leading to a more open structure of
the cheese that gave out a softer product, as confirmed by instrumental texture profile analysis
(TPA) and sensory evaluation.

Comparison of SEM micrographs of the different sections of the cheese showed higher
concentration of EPS in the centre than in the outer sections, indicating that EPS production
continued during ripening and that the environment at the centre of the cheese (moisture
and/or oxygen concentration) favored EPS production. Instrumental TPA also demonstrated
that the ropy strain cheese was more cohesive and less elastic than control; in contrast, EPS
did not affect chewiness. The changes in texture could be correlated to composition, as
hardness increased as water and fat decreased, while springiness decreased with increasing fat.
The interactions of EPS with the cheese protein matrix had an effect on the increase in
cohesiveness of the ropy strain cheese.

Likewise, a sensorial evaluation was performed by applying a Quantitative Descriptive
Analysis, where a board of ten trained judges measured the same features in the TPA. In this
case, the results depicted that the ropy strain cheese was less solid and less cohesive,
compared with the control cheese, while its elasticity was significantly greater. No meaningful
differences in chewiness were perceived.

As a result, one can conclude that the use of a strain of Streptococcus thermophilus,
producing EPS in the making of manchego-type cheese helped to retain water and fat, which
influenced the production of a higher yield of the mentioned product. Also, the use of the EPS
strain modified the texture of the cheese, resulting in a harder product.



ABREVIATURAS

EPS. Exopolisacaridos

BAL. Bacterias acido l4cticas

SEM. Microscopia electronica de barrido

APT, Anaisis del perfil de textura

LC. Leche madurada con cepa control (Streptococcus thermophilus

no productor de EPS)

LF. Leche madurada con cepa filante (Streptococcus thermophilus productor de EPS)
QC. Queso control elaborado con Streptococcus thermophilus no productor de EPS
QF. Queso filante elaborado con Streptococcus thermophilus productor de EPS

SNG. Sélidos no grasos

GBS. Grasa base seca

SNGBS. Sdélidos no grasos base seca

ANOVA. Anadlisis de varianza

ACP. Anaélisis de componentes principales
CSLM.  Microscopia laser confocal de exploracion
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION

Las bacterias &cido lacticas (BAL) productoras de exopolisacéridos (EPS) se han utilizado en
la elaboracion de algunos productos lacteos. La mayoria de los estudios en torno a este tipo de
bacterias ha sido en yogurt, donde se ha demostrado que contribuyen a aumentar la viscosidad
y/o disminuir la sinéresis (Wacher-Rodarte y cols., 1993). Estas caracteristicas son Utiles en la
produccion de otros productos lacteos, como queso.

Estudios realizados en queso Mozzarella han demostrado que el uso de cepas filantes
produce cambios en la microestructura de cuajada, originando una red de proteinas mas
abierta, con tamafio de poros méas grandes y una textura mas suave, en comparacion con un
queso control sin la presencia de estas bacterias (Hassan y cols., 1997).

En adicion existen informes de que el uso de cepas filantes de Streptococcus
thermophilus en la elaboracion de queso Mozzarella aumenta su contenido de humedad y
mejora sus propiedades de fundido (Perry y cols., 1997; Low y cols., 1998 y Petersen y cols.,
2000). Ademas del queso Mozzarella, se han utilizado cepas filantes en otros tipos de queso,
como en el queso Feta (Hassan y cols., 2002) o en queso Panela, un queso fresco mexicano
(Jiménez-Guzman y cols., 2009). Los quesos Cheddar (Rynne y cols., 2007) y Karish (un
queso egipcio de coagulacion acida) (Hassan y cols., 2004) reducidos en grasa y elaborados
con una cepa no filante presentaron una estructura mas compacta en comparacion con aquella
exhibida por los quesos que se elaboraron con cepas filantes.

Se ha demostrado asimismo que la cantidad de grasa determina caracteristicas tales
como el sabor y la textura del queso, sin embargo, no se ha estudiado todavia la influencia de
los exopolisacaridos (EPS) en la retencion de grasa, el rendimiento y las propiedades de
textura del queso.

Alrededor del 20% del mercado de queso mexicano estd constituido por quesos
madurados, principalmente queso tipo Manchego y queso Chihuahua. Ambos son muy
similares, ligeramente madurados, con una textura semi-dura y generalmente elaborados con
una combinacion de cultivos mesoéfilos y termdfilos. El rendimiento que se obtiene para el

queso madurado es mas bajo que el observado en los quesos frescos, lo que los hace menos



CAPITULO I. INTRODUCCION

competitivos en el mercado mexicano. En este sentido, es importante aumentar el rendimiento
de quesos madurados sin disminuir su sabor y su calidad para hacerlos econémicamente méas
competitivos.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de Streptococcus thermophilus
SY-102 productor de exopolisacéridos sobre la composicién quimica, rendimiento y textura
instrumental y sensorial de queso tipo Manchego.

Este estudio se basa en el andlisis de tres aspectos del producto:
+ Composicion fisico-quimica y rendimiento.
+ Analisis de perfil de textura.

4+ FEvaluacion sensorial de textura.

El aporte principal de esta tesis consistio en demostrar que las cepas productora de EPS
pueden ser utilizadas en la elaboracion del queso tipo manchego, para contribuir asi al
desarrollo de productos con caracteristicas de textura y composicién favorables con el fin de

mejorar en los rendimientos de produccion.
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1.2 JUSTIFICACION

En algunos estudios realizados en quesos se ha observado que la utilizacion de bacterias acido
lacticas productoras de exopolisacaridos mejora la retencion de agua y grasa, en consecuencia,
aumenta su rendimiento. También se ha comprobado que esta retencion de agua y grasa
mejora la textura de quesos frescos debido a que los exopolisacaridos intervienen en la red que
forman las proteinas generando un queso menos duro. Basados en esta informacion el presente
estudio se avoco a explorar la posibilidad del uso de bacterias filantes en la elaboracion de
quesos semiduros como el queso tipo Manchego, buscando aumentar el rendimiento y obtener

una mejor textura.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de Streptococcus thermophilus SY-102
-productor de exopolisacaridos- sobre la composicion fisicoquimica, rendimiento, textura

instrumental y sensorial de queso tipo Manchego.

Objetivos particulares

e Determinar por un método indirecto si la cepa de Streptococcus thermophilus SY102
produce EPS en la maduracion de la leche destinada a la elaboracion de queso tipo

Manchego.

e Determinar como influyen los EPS producidos por Streptococcus thermophilus SY102

en la composicion fisicoquimica y en el rendimiento del queso tipo Manchego.

e Realizar un estudio de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) en el centro, la parte
media y la parte externa del queso, y observar si la presencia de EPS modifica la red de

proteinas del queso.

e Determinar cdmo influyen los cambios producidos en la composicion fisicoquimica

debido a los EPS en la textura del queso.
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1.4 HIPOTESIS

La utilizacion de wuna cepa de Streptococcus thermophilus productora de
exopolisacaridos aumenta el rendimiento del queso tipo Manchego debido a que el EPS
favorece la retencion de agua y grasa. Estos cambios en las propiedades fisicoquimicas del
queso pueden producir modificaciones en su textura, originando un queso menos duro y con
una red de proteinas mas abierta, en comparacion con la que se produce en un queso elaborado

con una cepa no filante.
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2.1 GENERALIDADES DEL QUESO

2.1.1 Historia del queso

No se sabe con exactitud donde y cuando aparecio el queso. Lo mas probable es que fue por
accidente, ya que es producto de la acidificacion natural de la leche. EI queso quizas aparecid
en su forma més elaborada con coagulacion enzimatica, cuando el ser humano dejé de ser
nomada y se hizo sedentario, criando animales y cultivando campos. En esta época
prehistorica seguramente se empezaron a ordefiar las vacas y otros animales, asi como a
producir quesos (Cenzano, 1992).

Una antigua leyenda dice que el queso fue descubierto por un pastor nGmada mientras
realizaba un largo viaje por el desierto. Dicho pastor puso leche en un recipiente fabricado a
partir del estbmago de un cordero y cuando fue a consumirla vio que estaba coagulada y
fermentada debido al cuajo del estomago del cordero y a las altas temperaturas del desierto. La
leche se torno solida formando un producto agradable al paladar. Posteriormente, en vista de
las ventajas obtenidas por el aumento de la vida Gtil del producto, se condimentd, se adoptd
por las diferentes culturas y se difundié hasta llegar a ser uno de los productos lacteos
predilectos en el mundo (Amiot, 1991).

La leche se conservaba en recipientes de piel, cerdmica porosa 0 madera, pero como
era dificil mantenerlos limpios, la leche fermentaba con rapidez. El siguiente paso fue extraer
el suero de la cuajada para elaborar algin tipo de queso fresco, sin cuajo, de sabor fuerte y
acido.

Existen evidencias pictoricas que se remontan a 3,000 A.C. que revelan que los
sumerios ordefiaban su ganado y transformaban la leche, y en Egipto se encontraron
recipientes con indicios de leche cuajada. Existe evidencia de que se explotd la leche de varios
mamiferos y de que se elaboré queso en otras culturas milenarias (Battistotti y cols., 1983).
Ademas, se han descubierto indicios, en obras pictoricas y literarias clasicas, de que los
griegos y los romanos conocian el “arte” de fabricar queso, llegando a ser un alimento comin
para la poblacién (Villegas, 2003).

Los tipos de queso que predominaban posiblemente fueron los de pasta blanda, y los de
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pasta prensada con cierto grado de maduracién. También se tienen indicios que existian
algunos madurados por moho (Eckhof-Stark, 1983).

El nombre del producto en algunos idiomas proviene de la palabra griega formos, ya
que asi se llamaba el cesto para los quesos. De esta voz derivan el fromage en francés,
fortmatge en catalan y el formaggio en italiano; en otros idiomas de la palabra latina caseus de
donde proviene la palabra queso en espafiol, cheese en inglés y caseina que es la principal
proteina de la leche y del queso (Villegas, 2003).

El queso tuvo gran difusion en la época del Imperio Romano, en tanto que durante la
Edad Media mostr6 tal aceptacién que habia monasterios dedicados a elaborar diferentes
variedades de quesos con recetas que aun se conservan.

Con el auge del comercio y el aumento de la poblacion urbana en el Viejo Mundo, el
queso se convirtid en un producto importante para la economia y empez6 a comercializarse
fuera de las zonas de produccion y mas alla de las fronteras. Cuando se colonizé el Continente
Americano se llevaron sus tradiciones queseras (Cenzano, 1992).

Historia del queso en México

En México y en el resto de América Latina, el queso se empez6 a elaborar en el siglo XVI a la
llegada de los espafioles quienes introdujeron en el continente gran variedad de especies
animales productoras de leche, como vacas, ovejas y cabras, a partir de las cuales obtenian
leche para la elaboracion de una amplia variedad de quesos (Cervantes y cols., 2008). Con la
evangelizacion, llegaron a México monjes que se encargaron de ensefiar a los indigenas los
procesos para la elaboracion del queso, y aunque seguian recetas tipicas de Europa, el ingenio
local dio pie a preparaciones dotadas de ese sello propio que tanto se disfruta en México y a
nivel mundial (Villegas, 2003).

Pronto se empezaron a desarrollar zonas de fuerte actividad ganadera en México, como
los Altos de Jalisco, actividad que desde antafio ha estado vinculada a la producccion de
quesos. Pero también se han desarrollado varios tipos de quesos en regiones especificas como:
el queso Oaxaca, Chihuahua, de morral, panela, adobera (Zacatecas), de rancho, Cotija, tipo

Manchego y asadero, entre otros (Villegas, 2003).
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2.1.2 Definicion de queso

La gran diversidad de quesos que existen en el mundo hace que sea dificil dar una definicion
general para el queso.

Una definicién bastante aceptada es la que propone la FAO que establece lo siguiente:
“El queso es el producto fresco o madurado, solido o semisdlido obtenido por:

a) Coagulacion de la leche entera, leche descremada, leche parcialmente descremada,
crema, crema de lactosuero, o suero de mantequilla, ya sea solo o en combinacion,
gracias a la accion del cuajo o de otros agentes coagulantes apropiados y por desuerado
parcial del lactosuero resultante de esta coagulacion, y/o

b) Por el empleo de técnicas de fabricacion que implican la coagulacion de la leche y/o de
materia proveniente de ésta, a fin de obtener un producto terminado que posea las
mismas caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas que el producto definido en el
inciso (a)” (Codex Alimentarius, OMS y FAO, 2007).

Como se puede apreciar en esta definicion, se presenta una amplia cobertura y se
pueden incluir los quesos elaborados por via enzimatica, acida o mixta. También incluye los
quesos fabricados con previa estandarizacion y ademas con leche en polvo o caseinatos.

En México, el queso estd definido en la norma NOM-243-SSA1-2010, que dice lo
siguiente: “Quesos: productos elaborados con la cuajada de leche estandarizada y pasteurizada
de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de crema, obtenida por la coagulacién
de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles
y con o sin tratamiento ulterior, por calentamiento, drenada, prensada 0 no, con o sin adicion
de fermentos de maduracidén, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles
opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso Sser:
fresco, madurado o procesado” (NOM-243-SSA1-2010).

Como podemos observar en esta definicion, se incluyen también varios tipos de

fermentacidn y abarca los diferentes tipos de quesos.
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2.1.3 Clasificaciones de los quesos

Existe una gran variedad de quesos Yy, es dificil establecer una clasificacion de ellos. Las
caracteristicas que se pueden usar para agruparlos son multiples y no siempre son comunes a
todas las variedades (Keating y Gaona, 1986).

Se pueden utilizar criterios de clasificacion tales como la leche con la que hayan sido
elaborados, el tipo de pasta, la consistencia de la pasta, el grado de maduracion, los agentes
maduradores, la forma de coagulacion, el contenido de materia grasa en la pasta, el contenido
de humedad, etcétera. (Villegas, 2003).

Una de las clasificaciones mas comunes y conocidas es segun el contenido de
humedad, lo cual influye en sus caracteristicas de textura. ElI grado de maduracion del queso
determina también la cantidad de agua del mismo. La Tabla 1, presenta la clasificacion de

quesos segun la humedad propuesta por Madrid (1999).

Tabla 1. Clasificacidn de los quesos segun su contenido de humedad

Tipo de queso % Humedad
Frescos 60 — 80
Blandos 40 -60
Semiduros 30-40
Duros 20-40

Madrid (1999)

Los quesos frescos tienen alto porcentaje de humedad (del 60% al 80 % segln
variedades), generalmente no han sido madurados, su consistencia suele ser pastosa y su color
blanco. Es por esto que tienen sabor a leche fresca o leche acidificada. Deben consumirse
rapidamente, su transporte y conservacion debe hacerse a temperaturas de refrigeracion. Son
quesos sin corteza, se prensan poco Yy, por lo tanto, se les elimina menos suero. Algunos

ejemplos son: Cottage, Villalon, Burgos, Gervais, Panela, etcétera. (Hawthorn, 1983).

11
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Los quesos blandos tienen un contenido de humedad entre 40% y 60%. Son quesos que
pueden haber sido madurados durante algun tiempo (desde semanas hasta varios meses),
desarrollando aromas y sabores caracteristicos de cada tipo. Desarrollan corteza y la pasta es
blanda e incluso semiliquida. La textura es cerrada aunque en algunos casos se toleran
pequefios 0jos. Los mas conocidos son: el Camembert y el Brie. Por su alto contenido de
humedad deben consumirse pronto, ya que al endurecerse pierden sus caracteristicas mas
agradables (Madrid, 1999).

Los quesos semiduros son sometidos a maduracion en periodos que fluctian desde
unas semanas hasta varios meses, con lo que parte de la humedad desaparece. Tienen de un
30% a 40 % de agua, son de pasta dura, compacta, con o0 sin 0jos, corteza mas 0 menos dura,
con o sin cortezas plasticas. Se pueden conservar durante largos periodos por tener menor
cantidad de agua. Suelen ser quesos con aromas Yy sabores bastante desarrollados. Aqui se
incluyen una serie de quesos muy diferentes entre si, como son los de pasta azul como
Roquefort, Gorgonzola, Danablu y Cabrales; los de pasta amarilla, cremosa y flexible como el
Tilsit y Saint Paulin. Entre otros tenemos: Bel Paese, Manchego curado y Port Salut
(Cenzano, 1992 y Hawthorn, 1983).

Los quesos duros son los que se han sometido a largos periodos de maduracion, incluso
superiores a un afno, y han sido prensados con intensidad, por lo que su contenido de humedad
se ha reducido fuertemente. Suelen tener de un 20% a un 40% de humedad, son de pasta dura,
compacta, con o sin 0jos, corteza mas o menos dura, con o sin cortezas plasticas. Entre los
quesos duros tenemos: Cheddar, Manchego Viejo, Gruyére, Emmental, Edam, Cantal francés,
Roncal, etcétera. (Cenzano, 1992; Hawthorn, 1983).

2.1.4 Composicion fisicoquimica y valor nutritivo del queso

El queso es un derivado lacteo fermentado que contiene muchos de los nutrientes
originalmente presentes en la leche en forma concentrada. Sin embargo, una parte importante
de las vitaminas hidrosolubles, algunos minerales y parte de la lactosa, se pierden en el
proceso de desuerado, aunque los niveles finales de dichos componentes dependen de la

sintesis y utilizacion de los microorganismos presentes. Se trata de productos ricos en
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nutrientes esenciales y en relacion a su contenido energético, con un contenido bien

equilibrado de grasa y proteina de alta calidad (De la Fuente y Juérez, 2001).

La concentracidn de nutrientes depende de una serie de factores como son: el tipo de

leche utilizada como materia prima (vaca, oveja, cabra o mezcla de ellas), el proceso de

elaboracion y el tiempo de maduracion, que afecta principalmente al contenido de humedad, y

como consecuencia de ello, al valor calérico y al contenido de cada uno de los nutrientes
(Tabla 2).

A continuacion se explican cada uno de los macronutrientes del queso:

La lactosa es el carbohidrato presente en la leche, es un disacarido constituido por
glucosa y galactosa. Durante la elaboracion de quesos y en la primera etapa de la
maduracion, la lactosa se transforma en acido lactico por medio de las bacterias
lacticas, provocando un descenso del pH que favorece la accion del cuajo, facilitando
la separacion del suero, previniendo asi el desarrollo de microorganismos no deseables
y regulando la protedlisis y la lipolisis. El suero arrastra casi toda la lactosa de la leche,
por lo que su presencia en el queso es muy reducida (Madrid, 1999).

La concentracion de proteinas en el queso varia desde el 3% (en quesos grasos para
untar) hasta un 40%, aunque en la mayoria de los casos la concentracion se sitla entre
un 20% a 30%. Entre las principales proteinas presentes en el queso esta la caseina
coagulable. La otra fraccion, las proteinas no coagulables o proteinas del lactosuero,
son las que no coagulan por accion del cuajo y de la acidez formando asi parte de la
composicion del suero de queseria. La caseina puede ser desnaturalizada en el proceso
de maduracion (Madrid, 1999). En la maduracion de los quesos se produce hidrolisis
proteica por la accion de cuajo residual y por las proteasas microbianas dando lugar a
péptidos y aminoacidos, siendo quizas el proceso mas importante que afecta tanto a la
textura como al sabor del producto. Este proceso hidrolitico sobre las proteinas
favorece la digestibilidad del queso en relacion a la leche de partida (Fox y cols.,
1996).

13
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e Los contenidos de grasa en los quesos obtenidos a partir de leche entera oscilan entre
20% y 35% aunque en ocasiones se pueden obtener quesos con méas de 40% de grasa.
Ademas la grasa es responsable de la formacion de algunas caracteristicas del queso
como la textura, el sabor, el aroma, el color y el rendimiento del queso. Representa el
componente mas abundante en los quesos; durante la maduracion se hidroliza en gran
parte, contribuyendo al desarrollo de aromas y sabores (Madrid, 1999).

e En cuanto a las sales minerales, su contenido oscila entre 1.2 y el 4.5%, siendo las
méas importantes calcio, fésforo y hierro. Cuanto méas fuerte es el proceso de
fermentacion lactica, la acidez es mayor y el contenido de sales minerales menor. Los
quesos de pasta dura tienen un contenido de sales del 1.8% al 2%, mientras que en los
quesos azules, menos desuerados es de 3.5% a 3.75 % (Madrid, 1999).

e EIl queso es rico en vitaminas liposolubles (A, D y E). Su contenido depende de la
cantidad de grasa del queso, la mayor parte de la vitamina A queda retenida en la
cuajada. La mayor parte de las vitaminas hidrosolubles (vitamina C y vitaminas del
complejo B) se pierden en el lactosuero. No obstante los niveles varian en funcién del
tipo, variedad, proceso de elaboracion y microorganismos presentes. Durante la
maduracion se modifican los contenidos de vitaminas del complejo B debido a la
utilizacion o sintesis por parte de los microorganismos (Fox y cols., 1996).

e El agua que queda retenida en el queso desempefia un papel muy importante: es
esencial para el desarrollo de los microorganismos y determina la velocidad de las
fermentaciones y de los cambios producidos durante la maduracion, el tiempo de

conservacion, la textura del queso y su rendimiento (Amiot, 1991).

La Tabla 2 muestra las principales caracteristicas y la composicion fisicoquimica de

algunos quesos representativos del mundo.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de algunos quesos representativos del mundo
; : Maduracion (* BAL: ‘
Tipo de Pais de - e o o Humedad | Proteina Grasa
queso origen Tipo de pasta Bacterias acido lacticas) (%) (%) (%) Fuente
Asiago Italia Extra-Dura Interna (*BAL) 41 26 31 Cenzano, 1992
Blue Dinamarca | Semidura Interna (Mohos) 38-50 21-27 25-36 | Foxy cols., 2000
Brick EUA Semidura Superficial (Bacterias) 40 23 30 Villegas, 2003
Brie Francia Blanda Superficial (Mohos) 46 - 55 17-19 21-27 | Santos, 1991
Cabrales Espafia Semidura Interna (Mohos) 42 22 33 Santos, 1991
Camembert | Francia Blanda Superficial (Mohos) 50 - 55 17-21 18-30 | Foxy cols., 2003
Cheddar Inglaterra | Dura Interna (BAL) 35-39 25-28 32-35 | Foxy cols., 2003
Cottage EUA Blanda (Coagu- |\, 70-80 | 15-25 | 0.5-5.0 |Foxy cols, 2003
lacion &cida)
. Interna con ojos Marcos y cols., 1993;
Edam Holanda Semidura (metabolismo citrato) 38-42 26-28 26-30 Fox y cols., 2003
Suiza, Interna (Bacterias
Emmental Francia Dura propionicas) 38-42 28-30 26-31 | Foxy cols., 2003
Feta E’FZ?.'a Blanda Interna (BAL) 52-58 | 18-21 | 24-30 |Foxy cols., 2003
. . . Fox y cols., 2000
Fontina Italia Semidura Interna (BAL) 41-43 24 -26 24-27 Botazzi, 1999
Gluocester Inglaterra | Dura Interna (BAL) 37 27 31 Villegas, 2003
Gorgonzola | Italia Semidura Interna (Mohos) 36 —42 20-26 28 -32 | Foxy cols., 2000
. Interna con ojos
Gouda Holanda Semidura (metabolismo citrato) 38-42 26-28 26-30 | Foxy cols., 2003
Grana . Villegas, 1993
Padano Italia Extra-Dura Interna (BAL) 30-32 25-32 28 -36 Cenzano, 1992
. Interna (Bacte-rias Marcos y cols., 1993;
Gruyere Francia Dura propionicas) 33-36 28-30 28-30 0’Connor y cols., 2000
Limburger Bélgica Blanda Superficial (Bacterias) 45 22 28 Villegas, 2003
~ . Foxy cols., 2000;
Manchego Espana Semidura Interna (BAL) 37-41 23-28 27-33 0°Connor y cols., 2000
: Semidura Cenzano, 1992; Fox 'y
Mozzarella Italia Filata Interna (BAL) 52-54 18-22 21-24 cols., 2000
Munster Francia Blanda Superficial (Bacterias) 41-43 23-29 23-30 | Foxy cols., 2000
Neufchatel Francia Blanda No 62 12 21 Villegas, 2003
Parmigiano | - ia Extra-Dura Interna (BAL) 32-34 | 32-36 | 22-25 |Foxy cols., 2003
Reggiano
e Suiza, i
Petit Suisse . Blanda No 55 7 35 Villegas, 2003
Francia
. Semidura Fox y cols., 2000;
Provolone Italia Filata Interna (BAL) 40-43 25-27 27-32 Botazzi, 1999
. . Blanda (Coagu- Fox y McSweeney,
Ricotta Italia lacion 4cida) No 72 9 11 1998
. . Santos, 1991;
Roquefort Francia Semidura Interna (Mohos) 40-42 20-22 30-33 Villegas, 2003
Stilton Inglaterra | Semidura Interna (Mohos) 49 19 24 Villegas, 2003
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2.1.5 Composicién fisicoquimica y caracteristicas de algunos quesos mexicanos

México cuenta con varios tipos de quesos, muchos de ellos se elaboran de forma artesanal, por
lo que no tienen una calidad estandar. Su composicion fisicoquimica puede variar (Espinosa y
cols., 2006) y el consumidor encuentra que un mismo queso puede presentar caracteristicas
sensoriales y composicion diferentes. Esta situacion ha hecho dificil el establecimiento de
normas de calidad. Existen normas para queso Chihuahua (NMX-F-209-1985), queso tipo
Gruyere (NMX-F-184-1985), queso tipo Manchego (NMX- F-462-1984), queso tipo Suizo
(NMX-F-470-1985), queso tipo Chester (NMX-F-471-1985). En el afio 2011 el Consejo para
el Fomento de la Calidad de la Leche y sus Derivados, A.C. (COFOCALEC), ha establecido
normas para el queso Oaxaca (NMX-F-733-COFOCALEC-2010) y el queso Cotija (NMX-F-
735-COFOCALEC-2011). Esto ha sido de gran importancia para poder estandarizar la calidad
de dichos quesos de gran consumo en México.

La bibliografia reporta diversos valores de composicion fisicoquimica de algunos
quesos mexicanos, debido a que la mayoria de los quesos son artesanales y muchos de ellos se
elaboran todavia con leche cruda. En este sentido, la Revista del Consumidor, ha reportado
varios estudios sobre la calidad de los quesos mexicanos donde se muestran estas variaciones
(Revista del consumidor, 1990 y 2012). La Tabla 3 muestra algunos quesos mMas

representativos de México y su composicion.
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimica de algunos quesos mexicanos

Tipo de ” humedad Proteina Grasa
Queso pasta Maduracién (%) (%) (%) Fuente
Adobera Dura No 47 23.4 22.5 Villegas, 2003
Dura De Albay cols.,
Asadero - No 41 - 49 21-30 18-30 |1991, Camacho,
Hilada
1983
Chihuahua Dura Si 33- 38 22 - 28 27— 36 | Villegas, 2003
. Extra-dura, . Olivares y Villegas,
Cotija dura Si 3038 26 - 29 23-32 1088
Hwang y
Fresco Blanda No 44 — 57 21-27 17-21 Gunasekaran, 2000
Tipo Dura, . .
Manchego Semidura Si 3744 21-25 29 -32 | Villegas, 2003
Dura De Alba et al. 1991,
Oaxaca Hilada No 40-51 21-30 29-30 | Garcia-Islas, 2006
Villegas, 2003,
Panela Blanda No 48 — 58 20-23 20-23 Kosikowski, 2003
Hwang y
Ranchero Blanda No 46 — 57 17-21 18 -29 Gunasekaran, 2001

2.1.6 EIl queso Manchego

El queso Manchego es el queso Espafiol por excelencia, elaborado exclusivamente con leche
de oveja y con una maduracion minima de 60 dias. En la actualidad esta protegido por una
Denominacién de Origen, segln se indica en las normas correspondientes, puede ser artesanal
0 industrial, segun haya sido elaborado con leche cruda o con leche pasteurizada (Cenzano,
1991). La composicion fisicoquimica del queso Manchego original se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4: Composicion tipica del queso Manchego

Composicion (%)
Humedad 37-41
Proteina 23-28
Materia grasa 36 - 38
Solidos totales 55 (minimo)
Cenizas 3.6

Fox y cols., (2000)
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Como norma general el queso Manchego presenta las siguientes caracteristicas al final
de la maduracion:

e Forma: cilindrica, con caras sensiblemente planas

e Altura:de8al2cm

e Diémetro: de 18 a 22 cm

e Peso: entre 2y 3.5kg

e Corteza: dura, color amarillo palido o verdoso-negruzco en el caso de que no se le
limpie la superficie de los mohos desarrollados durante la maduracion. La corteza
debe presentar las impresiones de los moldes en la superficie lateral y de la “flor” en
las caras planas.

e Pasta: firme y compacta, de color variable desde el blanco hasta el marfil-
amarillento, posibilidad de presentar ojos pequefios desigualmente repartidos.

Aroma y sabor caracteristico del queso Manchego (Madrid, 1999).

2.1.7 Queso tipo Manchego

El queso tipo Manchego, a diferencia del queso Manchego original, se elabora con leche de
vaca y el tiempo de maduracion es mas corto, de 1 a 3 semanas, lo que hace un queso menos
duro y con sabor menos intenso. Comparten semejanzas en la forma cilindrico-plana, el peso
entre 2 y 5 kg y el tipo de pasta (Villegas, 2003).

El queso tipo Manchego esta tipificado, estandarizado y sujeto a normas técnicas
oficiales (NMX- F-462-1984).

Debido a sus caracteristicas, el queso tipo Manchego se clasifica como un queso de
pasta prensada, semidura, firme y madurada, de color variable que va hasta el marfil
amarillento. No suele presentar “0jos”, sin embargo, en ocasiones los presenta muy pequefios
y distribuidos de manera homogénea en todo el queso, con un sabor y olor caracteristicos del

queso tipo Manchego (Cervantes-Escoto, 2008).
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En la Tabla 5 se presenta la composicion fisicoquimica del queso tipo Manchego.

Tabla 5. Composicidn del queso tipo Manchego

Composicion (%)
Humedad 41.0
S6lidos totales 55.0 minimo
Proteinas 23.0
Proteina en base seca 30.0 minimo
Grasa 29.0
Grasa base seca 50.0 minimo
Cenizas 3.8
Rendimiento 8.9
Santos (1991)
2.1.8 Elaboracion de queso tipo Manchego

La elaboracion de este producto consta de una tecnologia que va mas alla de las técnicas
artesanales ya que se requiere emplear leche pasteurizada, manejar cultivos lacticos, aditivos
(cloruro de calcio y nitrato de potasio), cortar el gel con liras, prensar la pasta homogénea y
fuertemente y madurar el producto; por ello este tipo de queso es elaborado generalmente por

empresas que cuentan con la infraestructura adecuada (Cervantes-Escoto, 2008).

Las etapas del proceso se detallan a continuacion:

1. Pasteurizacion de la leche. La leche se pasteuriza a 75°C por 15 — 20 segundos.

2. Maduracion de la leche. La leche se calienta a 37°C con 2% con la mezcla de los
cultivos (1.5% de Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp.
cremoris, mas un 0.5% de Streptococcus thermophilus). La maduracion de la leche se
detiene cuando el pH alcanza un valor de 6.0.
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Coagulacion de la leche. Una vez que la leche alcanza un pH de 6.0 se coagula con 1
mL de cuajo microbiano por litro de leche (fuerza del cuajo de 1:10000), y se incuba a

37°C por 30 a 45 minutos hasta obtener un gel firme.

Cortado, cocimiento y desuerado de la cuajada. Después de la coagulacion, se corta
la cuajada en cubos de aproximadamente 1 cm de arista y se mantiene en reposo por 15
min. Posteriormente, la temperatura se eleva lentamente (1°C/min) hasta alcanzar

45+2°C, con agitacion suave de la cuajada.

Cocido de la pasta. Cuando la temperatura alcanza los 45°C, la cuajada se corta en
piezas pequefias y se deja drenar el 80% del suero, volteando las piezas
ocasionalmente, hasta que el suero alcance una acidez titulable de 0.20-0.22% de acido
lactico.

Moldeado y prensado. La cuajada se moldea en moldes de hierro forjado y se prensa
por 24 h a presion constante de 1 kg « cm™. Se realizan volteos a los 30 min, 1 h, 2 h'y
luego cada 6 h.

Salado. Después del prensado, los quesos se sumergen en salmuera al 10 % de NaCl

por 24 h a 10°C o bien puede hacerse por adicion directa de sal a la cuajada.

Maduracion de los quesos. Los quesos se sacan de los moldes y se mantienen a
temperatura ambiente por 2 h (20°C aproximadamente), luego se meten en una cadmara
de maduracion (10°C a 12°C, con una humedad relativa del 80% al 90 %) por 15 dias.

Cada 3 dias se voltean y se limpian con una solucion de sorbato de potasio al 0.2%.
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2.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

2.2.1 Caracteristicas generales de las bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias lacticas se caracterizan por ser Gram positivas, no esporégenas, no motiles, no
pigmentadas; de morfologia variable como cocos, cocobacilos o bacilos que pueden
disponerse también en filamentos o cadenas de mas células. Son catalasa negativa, anaerdbicas
facultativas, y para su desarrollo requieren carbohidratos fermentables, algunos aminoacidos,
factores de crecimiento, vitaminas y sales minerales (Alais, 1991; Botazzi, 1999). Poseen
proteasas ligadas a la pared celular que pueden hidrolizar parcialmente la caseina en péptidos
asimilables que son degradados subsecuentemente por peptidasas de la membrana y el
citoplasma. Las proteasas y peptidasas son liberadas por lisis celular al queso, lo que tiene una
influencia directa sobre la formacién del sabor. La actividad lipolitica es muy limitada
(Garcia-Garibay y cols., 1993).

Los géneros a los que pertenecen el grupo de bacterias lacticas son once, pero sélo
cinco tienen interés en la industria de los lacteos: Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc y Pediococcus (Botazzi, 1999).

Las BAL se dividen en tres grupos en base al metabolismo de los azUcares:

a) Homofermentativas obligadas: metabolizan las hexosas casi exclusivamente a acido
lactico siguiendo la ruta Embdem-Meyerhof (ruta de hexosa difosfato). Entre éstas se
encuentran algunas especies de Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus.

b) Heterofermentativas facultativas: metabolizan las hexosas casi exclusivamente a acido
lactico siguiendo la ruta Embdem-Meyerhof, pero en condiciones limitadas de glucosa
producen acido lactico, acido acético, etanol y bioxido de carbono; pueden fermentar las
pentosas con produccion de &cido lactico y acido acético (ruta de pentosa fosfato). Entre
éstas estan algunas especies de Lactobacillus.

c) Heterofermentativas obligadas: fermentan las hexosas con formacion de acido lactico,
acido acético, etanol y bioxido de carbono; las pentosas son fermentadas a acido lactico y

acido acético (Botazzi, 1999). Cabe mencionar que este tipo de bacterias pueden producir
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compuestos aromaticos (carbonilos y alcoholes) importantes para el sabor de los quesos.
Algunas especies de Lactobacillus, Pediococcus y Leuconostoc producen diacetilo y

acetoina a partir de citrato en presencia de azucares (Garcia-Garibay y cols., 1993).

En la Tabla 6 se presentan algunas de las BAL usadas para la elaboracion del queso con la

descripcion de sus caracteristicas mas importantes.

Tabla 6. Bacterias acido lacticas utilizadas en la elaboracion de queso.

Lactobacillus

Forma de bastoncito, crecen a 45°C pero no a 10°C, no metabolizan el citrato. Son catalasa negativo.
Lactobacillus delbrueckii No producen amoniaco a partir de la arginina; no fermentan la
subsp. bulgaricus galactosa. Generalmente se utilizan en la elaboracién de yogurt y
guesos que se cocinan a altas temperaturas.

Algunas cepas producen amoniaco a partir de la arginina;
fermentan la galactosa. Generalmente se utilizan en la elaboracion
de yogurt y de quesos que se cocinan a altas temperaturas

No produce amoniaco a partir de la arginina; fermentan la
galactosa. Se utilizan en la elaboracion de quesos madurados cuya
cuajada se cocina a altas temperaturas, en particular en el queso
grana y Emmental.

Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis

Lactobacillus helveticus

Lactococcus

Forma de coco de longitud variable, crecen a 10°C pero no a 45°C; fermentan la galactosa, son
catalasa negativos, no mdviles, no hemoliticos.

No producen amoniaco a partir de la arginina ni crecen a 40°C; no
Lactococcus lactis subsp. metaboliza el citrato. Se utilizan en la elaboracion de quesos
cremoris cocinados a altas temperaturas.

Producen amoniaco a partir de la arginina y crecen a 40°C; no
Lactococcus lactis subsp. lactis | metabolizan el citrato. Se utilizan en la elaboracién de quesos
cocinados a altas temperaturas.

Algunas cepas producen amoniaco a partir de la arginina y algunas
Lactococcus lactis subsp. crecen a 40°C. Metabolizan el citrato del cual derivan compuestos
lactis biovar diacetylactis aromaticos como acetoina y diacetilo. Se utilizan en la elaboracion
de algunos quesos y en la elaboracion de mantequilla.

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris

Son cocos; no producen amoniaco a partir de la arginina; crecen a 40°C pero no a 10°C; metabolizan
el citrato y fermentan la galactosa.

Streptococcus thermophilus

Son cocos, representan como diplococos, cadenas cortas o cadenas largas. No producen amoniaco a
partir de la arginina ni metabolizan el citrato; no fermentan la galactosa; crecen a 45°C pero no a
10°C. Algunas cepas producen polisacaridos. Se utilizan en la elaboracion de yogurt y queso.

Varnam y Sutherland, 1994 y Botazzi, 1999
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2.2.2 Bioquimica de las bacterias acido lacticas (BAL)

a) Metabolismo de la lactosa
Las distintas bacterias que componen el cultivo iniciador tienen importantes diferencias en el
metabolismo y transporte de la lactosa. En Lactococcus, el transporte a la célula es a traves del
sistema fosfotransferasa e implica la formacion simultanea de lactosa-fosfato. La lactosa-
fosfato es hidrolizada por la fosfo-p-galactosidasa a glucosa y a galactosa-6-fosfato que son
metabolizadas por las vias glicolitica y tagatosa respectivamente.

En especies de Lactobacillus, Leuconostoc y en Streptococcus thermophilus, la lactosa
entra intacta en la célula via un sistema permeasa y es hidrolizada a continuacion a glucosa y
galactosa por una -galactosidasa. La glucosa es metabolizada via glicolitica en Lactobacillus
y Streptococcus thermophilus; y en Leuconostoc ruta fosfocetolasa. La galactosa normalmente
se metaboliza via glucosa-1-fosfato por la ruta de Leloir. Las subespecies de Lactobacillus
delbrueckii y la mayoria de las cepas de Streptococcus thermophilus son incapaces de

metabolizar la galactosa, que es excretada (Varnam y Sutherland, 1994).

b) Metabolismo proteico

El contenido en aminodacidos libres de la leche es insuficiente para soportar el crecimiento
extensivo de las bacterias lacticas, y el cultivo iniciador debe tener actividad proteinasa. Las
proteinasas estan situadas en la pared celular y son diferentes en numero, localizaciéon y
especificidad segun las cepas. La actividad proteinasa produce una hidrolisis en las proteinas a
oligopéptidos, que a su vez son hidrolizados a péptidos de bajo peso molecular y a
aminoacidos por las aminopeptidasas asociadas a la pared celular. Las enzimas proteoliticas
derivadas de los microorganismos del cultivo iniciador contribuyen también a la maduracién

del queso.

C) Metabolismo del citrato
Las Unicas bacterias lacticas capaces de metabolizar el citrato son Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis y las especies de Leuconostoc. Esta es una propiedad muy

importante, ya que los productos resultantes, como diacetilo y acetoina, son responsables del
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desarrollo del aroma en los quesos frescos y, en menor grado, también en los madurados. En
los quesos holandeses, el CO, producido en el metabolismo del citrato es el responsable de la
formacion de ojos caracteristicos. La ruta metabdlica basica via piruvato es la misma para
todas las bacterias que utilizan el citrato, el precursor en Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar dicetylactis es la acetil-CoA, mientras que en las especies de Leuconostoc puede
intervenir el acetolactato (Varnam y Sutherland, 1994).

2.2.3 Cultivos iniciadores para la elaboracion de queso

La microflora de la leche a temperatura ambiente produce acido lactico; esta acidificacion es
el comienzo del proceso de elaboracion de la mayoria de los quesos elaborados con leche
cruda. Cuando se usa leche pasteurizada, gran parte de la microflora se destruye por el calor,
por este motivo se agregan cultivos iniciadores acidificantes (BAL) para que se produzca el
decremento del pH (Cogan, 2000).

El cultivo iniciador tiene el papel crucial de participar durante todas las fases del
proceso de elaboracion de queso y de su maduracion. Cuando el cultivo crece en la leche,
convierte la lactosa en acido lactico para asegurar el pH correcto para la coagulacién al
momento de prensarlo, asi como en el queso final madurado. Se pueden utilizar bacterias
homofermentativas y heterofermentaivas para obtener &cido de lactico, etanol y CO, como
productos finales de la fermentacion de los azucares (Amiot, 1991).

Durante la maduracion del queso, las enzimas proteoliticas y lipoliticas del cultivo
ayudan a dar un aroma equilibrado ya que favorecen la produccién de compuestos volatiles
aromaticos, sabor, textura, apariencia de superficie requerida y la formacion de ojos. Dada la
importancia del efecto de los cultivos iniciadores en el caracter del producto final y en la
economia de la produccidn, es esencial escoger el cultivo correcto, pero sobre todo, conocer

las especificaciones de cada uno de ellos (Varnam y Sutherland, 1994).
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Tipos de cultivos iniciadores

Existen dos tipos de cultivos iniciadores dependiendo de la temperatura a la que crecen:

a)

b)

2.3

Cultivos iniciadores mesofilos

Las cepas principales de bacterias mesofilas son Lactococcus lactis subsp. lactis y
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Su temperatura de crecimiento oscila entre 10°C -
42°C. También se encuentra Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, que
crece a una temperatura entre 25°C - 30°C y es mas sensible a la sal (<4%) y a la
temperatura (<40° C). Se utilizan para la elaboracion de quesos no madurados y
madurados.

Cultivos iniciadores termofilos

Son bacterias cuya temperatura de crecimiento oscila de 20°C - 54°C. Su temperatura
Optima de crecimiento es de 40°C - 52°C. Las cepas mas utilizadas son: Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus
(Holt y cols. 1994; Alais, 1991).

BACTERIAS ACIDO LACTICAS PRODUCTORAS DE
EXOPOLISACARIDOS (EPS)

Las bacterias acido lacticas (BAL), como ya dijimos, son un grupo de bacterias gram-

positivas, no formadoras de esporas y que producen acido lactico como el producto mas

importante de la fermentacion de carbohidratos. Muchas cepas BAL producen

exopolisacaridos (EPS) los cuales son de gran interés en la elaboracion de queso y yogurt
(Cerning, 1995).

Algunas de las especies productoras de EPS mas estudiadas son Lactococcus lactis,

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Las caracteristicas

mas importantes de dichas bacterias se describen a continuacion.
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2.3.1 Streptococcus thermophilus

Es una de las cepas mas estudiadas por su produccion de EPS. Su tiempo de replicacién en
leche es de 22 a 28 minutos y, en consecuencia, presenta una acidificacion veloz.

Algunas cepas de Streptococcus thermophilus tienen la capacidad de producir
polisacaridos. Con su desarrollo en leche, la cantidad de polisacaridos producidos varia segin
la cepa de 50 a 350 mg/L, pero resulta mucho maés alta cuando se asocian con otras cepas de
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, pues son también productoras de polisacaridos
(produccidén que varia entre de 60 a 420 mg/L); en este caso se puede llegar a 800 mg/L de
polisacéridos (Botazzi, 1999). En la Tabla 7 se muestran las caracteristicas mas importantes de
esta bacteria.

Estas cepas son de interés en la elaboracion de queso y yogurt porque se ha
comprobado que los exopolisacaridos producidos por las mismas proporcionan a los geles
proteinas caracteristicas de textura deseables a los geles; ademas se ha observado que ayudan a

retener agua y grasa en quesos (Jiménez-Guzman y cols., 2009).

Tabla 7. Caracteristicas generales de Streptococcus thermophilus
Produccion de acido lactico a partir de: lactosa, glucosa, manosa
Isdbmero de acido lactico producido L(+)

Cantidad de acido lactico producido en leche <1%
Temperatura 6ptima de crecimiento 42 — 48°C
Temperatura méaxima de crecimiento 52°C

Temperatura minima de crecimiento 19 - 21°C
Metabolismo Homofermentativo
Hidrdlisis de la lactosa por la intervencion de [-galactosidasa
Transporte de lactosa via Permeasas
Desarrollo en presencia de 2.5% de NaCl Positivo
Desarrollo en presencia de 4% de NaCl Negativo

NH;3; y CO; de urea Positivo

(Botazzi, 1999)
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2.3.2 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

La especie de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus son bacilos largos, aislados y en
cortos filamentos; aparecen con frecuencia en forma de espiral alrededor de las colonias en los
cultivos en el suero. La morfologia es de largos filamentos de bacilos no diferenciados.
Presenta un buen poder proteolitico por lo que tiene un rol muy importante para la maduracion
de los quesos (Botazzi, 1999).

La capacidad de producir polisacaridos es una propiedad tecnoldgica importante de
estas bacterias, sobre todo porque la produccion de polisacaridos garantiza una mayor
viscosidad y una mejor paleatibilidad en la elaboracion de yogurt. También condiciona la
estructura y regula su rendimiento en peso. Esta bacteria se utiliza principalmente en yogurt,
pero también en la elaboracion de algunos quesos como el Mozzarella (Perry y cols, 1997).

Se incorpora con Streptococcus thermophilus y juntas forman los cultivos industriales
para la produccidén de yogurt y algunos tipos de quesos.

En la Tabla 8 se muestran algunas de las caracteristicas importantes de Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus.

Tabla 8. Las caracteristicas generales de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Produccion de acido lactico a partir de: Lactosa, glucosa y fructosa
Tipo de acido lactico producido D (-)

Cantidad de &cido lactico producido en leche >15%

Temperatura 6ptima de crecimiento 42 —45°C

Temperatura maxima de crecimiento 48 — 52 °C

Metabolismo Homofermentativo

NH; de arginina Negativo

NH3 y CO, de urea Negativo

Hidrdlisis de lactosas por la intervencion de -galactosidasa

Transporte de lactosa via permeasa

Produccioén de vitaminas Acido félico, niacina, Bg, B1»

(Botazzi, 1999)
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24 ROL DE LOS EXOPOLISACARIDOS PRODUCIDOS POR
BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN LA ELABORACION DE QUESO.

En los Gltimos afios se han hecho diversas investigaciones sobre el rol de los EPS producidos
por bacterias acido lacticas, sobre todo en la elaboracion de yogurt y de queso. Dichas
investigaciones se han centrado primordialmente en la fisiologia, la fermentacion, las
caracteristicas quimicas y estructurales de las moléculas de EPS, la biosintesis, la genética y la
ingenieria metabolica, asi como en las propiedades funcionales de estas biomoléculas (Ruas-
Madiedo y cols., 2005).

Los EPS se utilizan como aditivos alimentarios, aunque en los cultivos iniciadores de
BAL pueden producirse in situ durante la fermentacion de la leche. Por ello, se ha favorecido
en la industria alimentaria el uso de cepas productoras de EPS como una fuente natural de
espesantes de alimentos (Duboc y Mollet, 2001).

Ademas, se cree que algunos EPS producidos por BAL tienen efectos benéficos para la
salud humana, tales como la capacidad para reducir el colesterol (Pigeon y cols., 2002),
capacidad inmuno-moduladora, las actividades antitumorales (Kitazawa y col, 1998; Chabot y
cols., 2001), ademas de efectos prebidticos (Dal Bello y cols., 2001; Korakli y cols., 2002). La
mayoria de las bacterias acido lacticas que producen EPS pertenecen a los géneros
Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus. También se ha
demostrado que algunas cepas del género Bifidobacterium son capaces de producir estos

biopolimeros (Abbad-Andaloussi y cols., 1995; Roberts y cols., 1995; Hosono y cols., 1997).
2.4.1 Definicion de los EPS

El término exopolisacarido (EPS) se ha utilizado para referirse a cualquier tipo de polisacarido
externo producido por bacterias (Sutherland, 1972). Los microorganismos que los producen se
denominan cepas filantes ya que confieren viscosidad al medio de cultivo.

Los EPS se pueden localizar en la célula como parte de la membrana citoplasmaética, ya
sea a nivel de la pared celular o fuera de ella. Los polisacaridos que se localizan fuera de la

pared celular se presentan en dos formas: como capsulas adheridas a la superficie de las
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celulas por medio de enlaces covalentes o0 como material viscoso desprendido de la superficie
de las bacterias que es excretado hacia el medio. Algunas cepas producen los dos tipos de EPS
en diferentes proporciones (Zisu y Shah, 2005, 2007; Cerning, 1995; Wicken y cols. 1983). En

la Figura 1 de muestran los dos tipos de EPS.

Pared Celular

Membrana

Capsula +=——

» Citoplasma

Figura 1. EPS producidos por las bacterias.

A) EPS pegados a la pared celular como capsula; B) EPS excretados al medio como limo

La produccién 6ptima de EPS se genera durante el maximo desarrollo de las células.
En general, la produccion de EPS inicia en la fase exponencial y puede alcanzar el maximo en
la fase estacionaria (Petry y cols., 2000). En la ultima etapa de crecimiento, puede tener lugar
la degradacion de los EPS (Deegest de Vuyst, 2000; Pham y cols., 2000), probablemente
debido a la activacion de una enzima que degrada los EPS que tienen un peso molecular
relativamente bajo de 50,000 a 10,000 Da. Se han encontrado endo y exo-enzimas en la
descomposicion de los EPS de bajo peso molecular, siendo aparentemente mas dominante la

actividad de las endo-enzimas (Degeest y cols., 2002b).
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2.4.2 Composicion quimica de los EPS

La composiciéon quimica de los EPS es variable, pues depende de muchos factores como el

tipo de cepa y las condiciones de crecimiento. Dependiendo de su composicién quimica, los

EPS producidos por BAL se clasifican de dos formas:

a)

b)

Homopolisacaridos: son los que contienen un solo tipo de monosacéarido, se compone de
a-glucosa y B-glucanos, mientras que los que contienen fructosa son los fructanos
(levana). Estos tienen una estructura troncal con grados variables de ramificacién; los
sitios donde se unen dichas ramificaciones difieren entre las cepas bacterianas (Monsan y
cols., 2001). Su tamafio puede ser mayor de 6 x 10° Da (Cerning, 1990). Los
homopolisacaridos extracelulares son producidos por algunas bacterias acido lacticas tales
como Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus mutans (Sutherland, 1972; Cerning,
1990).

Heteropolisacaridos: son los que comprenden unidades de repeticion de distintos
monosacaridos (De Vuyst y cols., 2001). Las unidades de repeticion de los
heteropolisacaridos varian en nimero desde trisacaridos hasta octasacéridos y a menudo
contienen una combinacion de D-glucosa, D-galactosa, y L-rhamnosa y, en algunos casos,
N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa, acido glucurénico y otros
sustituyentes (fosfato, acetil, y glicerol) (Low y cols, 1998; Sikkema y Oba, 1998; De
Vuyst y cols., 2001). La composicion quimica, longitud de la cadena y la estructura de las
subunidades, junto con la masa molar y el radio de giro de la molécula de EPS,
determinan las caracteristicas fisicas y, por lo tanto, el grado de viscosidad que producen
en leche (Marshall y cols., 2001a; Tuinier y cols., 2001; Ruas Madiedo y cols., 2002). Su
tamafio varia desde 4 x 10* hasta 6 x 10° Da (Cerning, 1990). Los heteropolisacéridos
extracelulares son producidos por especies de BAL, como Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Cerning, 1990; Sutherland, 1972).
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Los principales aztcares que componen los EPS son la glucosa y la galactosa (Degeest
y cols., 2002; Marshall y cols., 2001a; Petry y cols., 2003) y, en menor cantidad, otros
azucares o sus derivados, tales como la ramnosa (Marshall y cols., 2001a; Petry y cols., 2003),
N-acetil glucosamina (Degeest y cols., 2002) o N-acetil galactosamina (Vaningelgem y cols.,
2004). La galactosa es el monémero mas comin de muchos tipos de EPS secretados por
Streptococcus thermophilus (Mozzi y cols., 2006; Vaningelgem y cols., 2004), en tanto que el
menos comun es la ramnosa (Mozzi y cols., 2006).

El rendimiento de EPS varia entre las cepas y se ve afectado por factores externos
como la composicion del medio y las condiciones de crecimiento (Degeest y cols., 2001a). Sin
embargo, los mondmeros de azlcar y su proporcion tienden a permanecer sin cambios. La
composicién de los azlcares que componen los EPS es variable durante las primeras etapas de
su formacion, y se estabiliza en las etapas posteriores. En consecuencia, las diferencias de
composicion de los EPS entre las cepas disminuyen al final de la fermentacion (Degeest y de
Vuyst, 2000a; Mozzi y cols., 2006). Los homopolisacéridos se producen generalmente en
cantidades mayores que los heteropolisacaridos (Cerning, 1995; Van Geel-Schutten y cols.,
1999).

En la Tabla 9 se muestra la composicion de los EPS de producidos por Streptococcus
thermophilus y por Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus que se han reportado hasta
ahora.
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Tabla 9. Composicion quimica y proporcién de EPS producidos por algunas BAL.

Tipo de cepa Composicién polisacarido Proporcion | Referencia

Lactobacillus delbrueckii subsp. glucosa y fructosa 1:2 Cerning, 1990

bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp. galactosa-glucosa-ramnosa 4:1:1 Sutherland, 1972

bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp. galactosa y glucosa Petry, 2000a

bulgaricus CNRZ 1187

Lactobacillus delbrueckii subsp. galactosa, glucosa y ramnosa Petry, 2000a

bulgaricus CNRZ 416

Lactobacillus delbrueckii subsp. D-galactopiranosilo, D- 5:1:1 Gruter y cols., 1993

bulgaricus rr glucopiranosiloy L-
ramnopiranosilo

Streptococcus thermophilus galactosa y glucosa 2:1 Cerning, 1990;

Sutherland, 1972

Streptococcus thermophilus glucosa, galactosa y N- 2:1:1 Botazzi, 1999
acetilglucosamina

Streptococcus thermophilus D-glucosa, D-galactosa y N- 1:2:1 Doco y cols., 1990
acetil-D-glucosamina.

Streptococcus thermophilus D-galactosa, L-rhamnosa y 5:2:1 Doco y cols., 1990
L-fucosa

Streptococcus thermophilus MR-1C Glucosa, galactosa y 2:3:2 (Lowy cols., 1998).
ramnosa

Streptococcus thermophilus D-glucosa y D-galactosa 1:1 Marshal y cols.

EU20 2001b

Streptococcus thermophilus SFi39 D-galactosa, D- ramnosa y 3:2:1 Lemoine y cols.,
D-glucosa 1997

Streptococcus thermophilus SFil2 D-galactosa y L-ramnosa 2:1 Lemoine y cols.,

1997

Streptococcus thermophilus S3 D-galactosa y L-ramnosa 5:2 Faber y cols., 2001

Streptococcus thermophilus Rs D-galactosa y L-ramnosa 5:2 Faber y cols., 1998

Streptococcus thermophilus Sts D-galactosa y L-ramnosa 5:2 Faber y cols., 1998

Streptococcus thermophilus OR 901

D-galactopiranosa y L-
ramnopiranosa

Bubb y cols., 1997

32




CAPITULO II. ANTECEDENTES

2.4.3 Factores que influyen en la produccion de EPS por bacterias &cido lacticas

Algunos estudios reportaron que las condiciones de la fermentacion (temperatura y tiempo de
incubacion), asi como la produccion de &cido lactico y la composicion del medio de
crecimiento (fuente de carbono y nitrégeno) afectan la produccién del polimero y la
composicion del mismo (Cerning, 1995; Gancel y Novel, 1994a).

Ciertos experimentos demostraron que la naturaleza del azucar, la temperatura y el pH
inicial interfieren con la produccién del polimero. En la tasa de crecimiento Optima, la

produccion del polisacarido es dependiente de la lactosa (Gancel y Novel, 1994a).

Composicién del medio de crecimiento, pH y temperatura

Los EPS pueden ser sintetizados a partir de azUcares externos en el medio de crecimiento, o
bien por los azlcares internos a través de la via de Leloir (Boels y cols., 2001). Como
consecuencia, la produccion de EPS es variable y se puede alterar facilmente por factores
externos, por ejemplo, el tipo de azlcar, la temperatura y otros suplementos. En medios de
crecimiento con lactosa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus produce una
concentracion de EPS pobre, mientras que con la presencia de glucosa se obtienen
concentraciones mayores (Petry y cols., 2000). Segun Gancel y Novel (1994a), los medios de
lactosa enrigquecidos con glucosa incrementan la produccion de EPS.

Petry y cols. (2000) reportaron que cuando se hizo crecer Streptococcus thermophilus
en un medio de glucosa enriquecido con lactosa aument6 también la produccion de EPS. Por
lo tanto, la concentracion de azucar puede o0 no mejorar la produccion de EPS y es dependiente
del tipo de cepa (Petry y cols., 2000).

En algunas cepas, un exceso en la concentracion de azlcares provoca una mayor
produccidn de EPS, mientras que en otras cepas no se observé este comportamiento (Osman y
cols., 1986).

Cuando se lleva a cabo la fermentacion a un pH alrededor de 5.8 0 6.0 se incrementa la
concentracion de EPS en relacion a valores de pH superiores (Kimmel y Roberts, 1998; Petry
y cols., 2000; Dassy y cols., 1991; Hardy y cols., 1981).
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La temperatura también afecta la produccién de EPS. Durante la fermentacién en las
cepas mesdfilas se incrementa la produccion del polimero a temperaturas bajas alrededor de
15-25°C, mientras que en cepas termofilas se favorece a temperaturas mas altas, alrededor de
42°C (De Vuyst y Degeest, 1999: Gancel y Novel, 1994a).

Adicion de otros nutrientes en el medio

Algunos nutrientes como la tiamina, la adenina y la xantina (Petry y cols., 2000), asi como las
vitaminas del grupo B (Chervaux y cols., 2000) aumentan el crecimiento del microorganismo
y, posteriormente, la produccion de EPS.

El exceso de proteinas puede reducir el rendimiento de EPS (Kimmel y Roberts, 1998).
Del mismo modo, las adicion de suero de leche en baja concentracion promueve la produccion
de EPS (Macedo y cols., 2002).

Se ha comprobado que la falta de oxigeno aumentd la produccion de EPS (Petry y
cols., 2000).

2.4.4  Aplicacion de los exopolisacaridos producidos por bacterias acido lacticas

Debido a la capacidad de los EPS de aumentar la viscosidad, o de actuar como agentes
ligadores de agua en varios alimentos, estos polimeros pueden ser alternativas naturales a los
estabilizadores comerciales (Cerning, 1990). Algunos estudios demuestran que el uso de BAL
productoras de EPS en la fabricacién del yogurt mejora la viscosidad y la textura del mismo
por la disminucién de la sinéresis (Wacher-Rodarte y cols., 1993; Kang y Cottrell, 1979; Van
den Berg y cols., 1995).

El andlisis de la microestructura en el queso Mozzarella ha demostrado que cuando la
cuajada se calienta y se estira, la grasa y una porcion grande del agua quedan situadas dentro
de los canales formados la red de proteinas (McMahon y cols., 1993). Por otro lado, en el
queso Mozzarella reducido en grasa se ha observado que hay muy pocos glébulos de grasa que
interrumpen la red de la proteina, dando por resultado menos espacio para la retencion del

agua (Oberg y cols., 1993); por consiguiente, el queso tiene una textura resistente y parecida a
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la de una goma y requiere mas calor para derretir (Merrill y cols., 1994). Merrill y cols. (1994)
demostraron que el uso de cepas productoras de EPS aumenta los niveles de humedad en
quesos Mozzarella reducidos en grasa mejoran el cuerpo, la textura y las caracteristicas
funcionales (Merrill y cols., 1994). Ademas de esta funcionalidad mejorada, la capacidad de
aumentar el nivel de la humedad en el queso (incluso tan pequefio como el 1%) da a los
productores una ventaja econémica importante en una industria altamente competitiva (Low y
cols., 1998).

Las temperaturas de pasteurizacion elevadas, la pre-acidificacion de la leche, el corte
grande de cuajada y las bajas temperaturas de cocido ayudaron a aumentar la retencion de la
humedad del queso Mozzarella reducido en grasa. Los sustitutos de grasa en queso Mozzarella
han sido eficaces en la retencion de la humedad (Merril y cols., 1994); sin embargo, las
caracteristicas de fundido y de estiramiento no son las deseadas (McMahon y cols., 1993).
Jiménez-Guzman y cols. (2009) han demostrado la capacidad que tienen los EPS para ligar
agua y aumentar el rendimiento en queso panela (Jiménez-Guzman y cols., 2009).

Perry y cols. (1997) demostraron que las cepas productoras de EPS se podian utilizar
como alternativa para producir quesos bajos en grasas sin sustitutos de las mismas (Perry y
cols., 1997).

Aunque la capacidad de incrementar el rendimiento de los quesos debido la retencion
de agua es un incentivo para la utilizacién de bacterias productoras de EPS, su uso puede ser
limitado por el hecho de que los EPS provocan el aumento en la viscosidad del suero y, en
consecuencia, retardan los procesos de concentracion y secado, asi como la modificacion de
las caracteristicas funcionales de los mismos (Marshall y cols., 1995; Masters y cols. 1995)
(Petersen y cols., 2000).

2.4.5 Efecto de los exopolisacaridos en la textura del queso

Se han realizado estudios sobre como se modifica la textura de los quesos con el uso de BAL
productoras de EPS, demostrandose que un mayor contenido de grasa y de agua en los quesos
tienden a debilitar la estructura de proteinas, produciendo un queso mas suave (Jack y cols.,
1992; Tunick y cols., 1993a, 1993b).

35



CAPITULO II. ANTECEDENTES

Segun Chen y cols. (1979) y Emmons y cols. (1980) los quesos que contienen mayor
contenido de grasa resultan ser quesos mas suaves y mas masticables. Por otra parte, los datos
reportados por Bryant y cols. (1995), a partir de una investigacion hecha con queso Cheddar
con diferentes contenidos de grasa, establecieron que la microestructura de los quesos bajos en
grasa presenta una matriz de proteinas mas compacta y con menos espacios abiertos. Esto esta
asociado a una mayor dureza, incluso aunque el contenido de humedad fuera més alto. Estos
autores también reportan que la compleja microestructura abierta de los quesos analizados por
microscopia electronica de barrido (SEM) se perdi6 debido a una disminucion en el contenido
de grasa (Chen y cols., 1979; Emmons y cols., 1980; Bryant y cols., 1995.

Lobato-Calleros y cols. (2001) observaron que la reduccion de grasa en el queso
mexicano tipo Manchego produjo un queso mas duro al no tener las interrupciones propias de
los globulos de grasa y, por lo tanto, se observan zonas mas densas y compactas en la matriz
de proteinas. Por otra parte, es bien sabido que el aumento del contenido de humedad en los
quesos provoca un producto menos duro que los de humedad méas baja (Tunick, 1991; Jack y
cols., 1992).

Dominguez-Soberanes y cols. (2001) sugirieron que las interacciones entre los EPS y
las caseinas de la leche fermentada aumentaron la cohesividad. En un producto sélido: la
propiedad de cohesividad representa qué tanto su estructura resiste la deformacién y/o el
desgarro, por lo que una mayor cohesividad en el queso filante sugiere que hay una fuerte
interaccion entre los EPS y las caseinas de la matriz de proteinas del queso.

Con relacion a la elasticidad, Bryant y cols. (1995) reportaron que en el queso Cheddar
la elasticidad aumenté con la disminucion del contenido de grasa. Esto concuerda con
Emmons y cols. (1980), que establecieron que el queso reducido en grasa tiende a ser mas
elastico.

Esta claro que la relacién entre la composicién del queso y su perfil de textura es muy
compleja, y que existen otros factores que también influyen en la textura del producto, como
son las condiciones del proceso y la microbiota. Esto hace que sea dificil establecer una
relacion directa entre los componentes del queso y su perfil de la textura, como lo reportaron
Van Hekken y cols. (2007) y Tunick y cols. (2007) en el queso Chihuahua, que es similar a la
textura del queso tipo Manchego. (Van Hekken y cols., 2007; Tunick y cols., 2007).
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2.4.6 La microscopia electronica aplicada al estudio de los exopolisacaridos producidos
por bacterias acido lacticas

En los dltimos 50 afios la microscopia electronica se ha extendido con aplicaciones en diversos
campos cientificos, particularmente en medicina y en el &mbito fisico y quimico. Actualmente
el uso de la microscopia electronica abarca desde la investigacion puramente cientifica hasta
las aplicaciones de control de proceso en la industria (Duchesne y Daniel, 1999).

Algunos estudios han probado que la microscopia electronica de barrido (SEM) es una
de las técnicas méas adecuadas para la observacion de la microestructura de productos
alimenticios y consituye una herramienta uUtil para la observacion de exopolisacéridos
producidos por bacterias en quesos (Kalab, 1979).

La observacién de los EPS mediante microscopia electronica es dificil debido a su alto
contenido de agua y a las sustancias presentes en la fijacion, en la deshidrataciéon y en el
proceso de tincion (Bayer, 1994). Se recomienda la observacion microscopica de montajes
humedos para determinar la presencia de capsulas bacterianas (Murray y cols., 1994).

Las observaciones microscopicas directas han sido un atil y simple acercamiento para
obtener informacion de la funcion de los EPS en los productos lacteos. La SEM fue utilizada
extensivamente para observar leches fermentadas por cultivos productores de EPS (Kalab y
cols., 1993; Schellhaassand y cols., 1985; Teggetz y Morris, 1990). Con la SEM, los EPS
aparecen como filamentos asociados a las células de las bacterias y a la red de las proteinas.
La apariencia de los EPS en las microestructuras presenta una apariencia filamentosa debido a
que su estructura se colapsa durante la deshidratacion aplicada a la muestra antes de su
observacion.

Hay otras técnicas de observacion directa de exopolisacaridos, como la desarrollada
por Hassan y cols. (1995), quienes utilizaron microscopia laser confocal de exploracién
(CSLM por sus siglas en inglés), la cual permite la observacion de células bacterianas
hidratadas y vivas. Usando pruebas fluorescentes no toxicas y analisis de imagenes con
computadora, la CSLM permite visualizar microorganismos dentro de su medio de

crecimiento y dentro de su microambiente fisicoquimico (Hassan y cols., 1995). Sin embargo,
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la dificultad de esta técnica esta en el tipo de instrumento que se utiliza, ya que no se encuentra
disponible en cualquier centro de investigacion.
En la Figura 2 se muestra una micrografia, de queso tipo Manchego elaborado con una

cepa productora de EPS. Como se puede observar en la micrografia los EPS se muestran como

filamentos blancos y largos.

Figura 2. Micrografia de queso Manchego elaborado con cepa filante obtenida mediante SEM.

E-EPS, P-Proteinas y B-Bacterias (Ayala-Hernandez y cols., 2008)

2.4.7 Interaccidn entre los polisacaridos y la red de proteinas

Segun las condiciones del medio, las proteinas se comportaran de manera diferente ante los
diversos tratamientos, por ejemplo, durante la adicién de sales o la mezcla con otros
biopolimeros. Todos estos comportamientos se producen por diferentes interacciones entre
moléculas proteicas o interacciones otros biopolimeros, como proteinas y polisacaridos.

Las interacciones entre estos biopolimeros involucran diferentes tipos de fuerzas
intermoleculares, mismas que se describen en la Tabla 10.

La importancia relativa de estas interacciones en un sistema particular depende del tipo
de biopolimero involucrado (peso molecular, densidad de carga en funcion del pH,
flexibilidad, hidrofobicidad), las caracteristicas de la solucion (pH, fuerza idnica) y las
condiciones ambientales (temperatura, cizalla) (McClemensts y cols., 2006; Pilosof y cols.,
2010).
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Tabla 10. Tipos de fuerzas intermoleculares que contribuyen a las interacciones entre

biopolimeros

Covalentes Unién muy fuerte formada entre grupos reactivos especificos de diferentes
macromoléculas. Ejemplo: uniones por puentes disulfuro

Electrostaticas Interaccion que puede ser repulsiva o atractiva segin el signo de las cargas
eléctricas. La fuerza de estas interacciones disminuye con el aumento de la
fuerza ionica

Volumenes de Es una interaccidn repulsiva dada por el gran volumen ocupado por algunos

exclusién biopolimeros en solucion, produce un importante efecto sobre la exclusion

estérica

Uniones de hidrdgeno | Interaccion atractiva moderadamente fuerte entre atomos de hidrégeno y otros
atomos mucho mas electronegativos. Las uniones por puentes de hidrogeno se
debilitan cuando aumenta la temperatura

Hidrofdbicas Interaccion atractiva moderadamente fuerte de origen entrépico entre grupos
no polares. Las uniones hidrofébicas aumentan su fuerza con el aumento de la
temperatura

Puentes idnicos Tipo especifico de interaccion que involucra la unién de cationes polivalentes
(especificamente Ca*) con dos grupos aniénicos diferentes

Fuerzas de Van Der Interaccion atractiva débil de origen electromagnético entre grupos con

Waals dipolos inducidos o permanentes

Dickinson (1998); McClements (2006).

2.5 EVALUACION SENSORIAL DE LOS QUESOS

La apreciacion de los alimentos se produce fundamentalmente a través de la percepcion
sensorial asi como mediante las modernas tecnologias. A pesar de disponer de procedimientos
de analitica instrumental, los cientificos son mas conscientes de la necesidad de potenciar los
métodos analiticos basados en dicha apreciacion sensorial que, en definitiva, son los mas
adecuados para la valoracién final de la calidad de los alimentos (Ledn y Galan, 1991). El
analisis de los componentes quimicos y de las propiedades fisicas de un alimento aporta
informacion sobre la naturaleza del estimulo que percibe el consumidor, pero no sobre la
sensacion que éste experimenta al ingerirlo (Costell y Duran, 1981).

La evaluacion sensorial es un auxiliar de suma importancia para el control y mejora de

la calidad de los alimentos, ya que a diferencia del andlisis fisico-quimico o microbioldgico,
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que solo dan una informacion parcial acerca de alguna de sus propiedades, dicha evaluacion
permite hacerse una idea global del producto de forma rapida al proveer da informacion de un
aspecto de importancia capital: su grado de aceptacion o rechazo.

Se considera que el aparato sensorial humano muestra grados de variacion de
sensibilidad de persona a persona, ya que cada mundo individual de sensaciones es muy
diferente dependiendo del nivel de desarrollo, ademéas de que la sensibilidad puede ser
influenciada facilmente por circunstancias externas o del medio (Jellinek, 1985). Uno de los
mayores problemas asociados a la evaluacion sensorial de los alimentos es conseguir que la
respuesta humana sea precisa y reproducible. EI control de las condiciones, tanto del entorno y
de las muestras a analizar, como de los sujetos participantes en las pruebas sensoriales,
facilitara la obtencién de unos resultados objetivos. Actualmente, se han reunido los métodos
y protocolos para el desarrollo del analisis sensorial en las correspondientes normas ISO (ISO
8586-1:1993(E)). Es importante destacar que para valorar un alimento correctamente es
necesario conocer bien las caracteristicas del mismo.

El queso, junto con el vino, es uno de los alimentos que estdn mas difundidos en las
tradiciones gastrondmicas mundiales, y como tales han sido objeto de numerosos estudios,
tanto técnicos como hedonicos y nutricionales; pero curiosamente, puede constatarse que hay
pocos estudios de caracterizacion sensorial sobre los aromas de los quesos, cuya complejidad,
sobre todo, en los quesos de leche cruda afinados largos meses en cavas de maduracion, sélo
es comparable a la de los vinos de crianza.

Algunos grupos de expertos correspondientes a los Consejos de Denominacion de
Origen de algunos tipos de quesos mas importantes de Europa han elaborado guias para la
evaluacion sensorial de quesos de pasta dura o semidura, que en lineas generales pueden ser de
aplicacién a otros quesos. En la primera de estas guias se hace especial hincapié en los
aspectos de textura (Lavanchy y cols., 1994), en tanto que en la segunda se insiste mas en los
aspectos olfato-gustativos (Bérodier et al., 1996), siempre referidos a los quesos de pasta dura
0 semidura (Sancho y cols., 2002).
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2.5.1 Atributos a evaluar en el queso

Los atributos sensoriales son las propiedades de los alimentos que se detectan por medio de
los sentidos, y se pueden separar en tres grupos no netamente diferenciados: los de apariencia,
los de sensaciones cinestésicas (textura) y los de sabor (Figura 3).

Sensaciones
cinestésicas

Superficie

Irregularidad

Forma
Tamafio '

Olores
Aromas

Sensaciones
auditivas
tactiles

Sensaciones
bucales

ASPECTO
vdN1lxX3l

Sabores

SABOR

Figura 3. Sensaciones que se integran en el analisis sensorial de los quesos
Lavanchy y cols. (1993)

Consistencia/textura

La textura es la propiedad sensorial de los alimentos que se detecta mediante los sentidos del
tacto, la vista y el oido, y que se manifiesta cuando el alimento sufre una deformacién
(Anzaldta-Morales, 1994). También se puede definir a la textura como el conjunto de
propiedades mecanicas, geométricas y de superficie de un producto, perceptibles por los
receptores mecanicos, tactiles y, en ciertos casos, los visuales y los auditivos (Norma ISO
11036:1994E). La Tabla 11 presenta las definiciones de algunas propiedades de textura, tanto

mecanicas como geométricas.
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Tabla 11. Definicion de descriptores obtenidas por los jueces

CARACTERISTICAS MECANICAS PRIMARIAS

PROPIEDADES

DUREZA

COHESIVIDAD

VISCOSIDAD

ELASTICIDAD

ADHESIVIDAD

DEFINICIONES

Fisica

Fuerza necesaria para una producir
una deformacion dada.

Medida de qué tanto puede deformarse
un material antes de romperse.

Propiedad que tiene un liquido a fluir
cuando se aplica una fuerza externa.

Proporcion en la que un material
deformado regresa a su condicion
inicial después de cesar la fuerza
deformante.

Trabajo necesario para vencer las
fuerzas de atraccion entre la superficie
del alimento y la superficie de los
otros materiales con los que el
alimento entra en contacto.

CARACTERISTICAS MECANICAS SECUNDARIAS

PROPIEDADES

FRACTURABILIDAD

MASTICABILIDAD

GOMOSIDAD

Sensorial

Fuerza requerida para comprimir una
sustancia entre las muelas (s6lidos) o entre la
lengua y el paladar (semisolidos).

Grado hasta el cual se comprime una
sustancia entre los dientes antes de romperse.

Fuerza requerida para pasar un liquido de una
cuchara hacia la lengua.

Grado hasta el cual regresa un producto a su
forma original una vez que ha sido
comprimido entre los dientes.

Fuerza requerida para retirar el material que
se adhiere a la boca (generalmente al paladar)
durante la masticacion.

DEFINICIONES

Fisica

Sensorial

Fuerza con la cual se fractura un material.
Est4 relacionada con los parametros de
dureza y cohesividad.

Energia requerida para masticar un
alimento hasta que esté listo para ser
deglutido (como una combinacion de
dureza, cohesividad y elasticidad).

Energia requerida para desintegrar un
alimento semisdlido a un estado listo para
deglutirlo (como una combinacion de alta
adhesividad y baja dureza).

Anzaldua-Morales, (1994).

Fuerza con la que un material se
desmorona, cruje o se estrella.

Tiempo requerido para masticar la
muestra, a una tasa constante de
aplicacion, para reducirla a una
consistencia adecuada para tragarla.

Densidad que persiste a lo largo de
la masticacion; energia requerida
para desintegrar un alimento
semisolido a un estado adecuado
para tragarlo.
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2.5.2 Prueba descriptiva de perfil de textura

La prueba descriptiva del perfil de textura es el analisis sensorial de la complejidad de la
textura de un alimento en términos de sus caracteristicas mecanicas, geomeétricas y de la
intensidad de su presencia, asi como el orden en el cual éstos se presentan desde la primera
mordida y a través de la masticacion, hasta deglutir el producto. La prueba de perfil de textura,

basada en la prueba de perfil de sabor, comprende los siguientes parametros:

Descriptores
Es la terminologia que genera un grupo de jueces para definir y describir la sensacion
percibida a partir de las caracteristicas de la textura, y se enlistan a continuacion:
a) Caracteristicas mecanicas: relativas a la reaccién del alimento ante un esfuerzo
aplicado al mismo. Se subdivide en los siguientes parametros:

- Primarios: dureza, cohesividad, viscosidad, adhesividad.

- Secundarios: quebradizo, correoso, gomoso.

b) Caracteristicas geométricas: relativas a la percepcion de la forma de un alimento. Se

subdivide en dos parametros:

e Aquéllas relacionadas con el tamafio y la forma de las particulas, como arenoso o
granuloso

e Agquéllas relacionadas con la forma y orientacion, tal como fibroso u hojueloso.

C) Otras caracteristicas: relativas a la sensacion que provoca la presencia de la
humedad, no solo como cantidad de agua presente en el alimento, sino también en relacion
con la velocidad de absorcion o liberacion de humedad. En cuanto a la presencia de lipidos, es

importante la cantidad y tipo de aceite y grasa.
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Intensidad
Es el grado en el cual se percibe una caracteristica y se suscribe dentro de un continuo
predeterminado: por ejemplo, usando una escala estructurada como una linea recta de 10 cm
de largo: (Pedrero, 1989).
Ejemplo:

Poco intenso Muy intenso

Dureza | |

Muestras

Esta técnica requiere de escalas de referencia para ejemplificar cada parametro mecanico y
geométrico. Dicha escala debe de estar compuesta de varios productos (no necesariamente
comestibles) que definan cada grado de intensidad del atributo; el producto que forme parte de
la escala debe poseer aquella caracteristica y grado de intensidad en particular que se vaya a
evaluar como su propiedad sobresaliente.

Szczesniak y cols. (1963) han elaborado algunas escalas de referencia, pero pueden ser
modificadas para adaptarlas a los productos disponibles en la localidad, e incluso al rango de
variabilidad dentro del cual se espera que oscile la muestra problema, como lo han reportado
Bourne (1976) y Anzaldda Morales y Vernon (1982).

Jueces
El entrenamiento de los jueces es un requerimiento indispensable, ya que la clara comprension
técnica, las escalas y el material en estudio garantiza la precision de los resultados (Pedrero,
1989).

Los jueces deben tener, de preferencia, su dentadura completa, sin caries, ya que la
presencia de éstas —0 las amalgamas, protesis y otros medios para corregirlas— afectan la
percepcion de la textura (Anzaldia-Morales, 1982). Asimismo es importante que la alineacion
de los dientes y las mandibulas sea normal. Los defectos tales como el prognatismo pueden

redundar en la percepcién inadecuada de las caracteristicas de textura del alimento.
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Una de las pruebas preliminares para la seleccion y entrenamiento de los jueces
consistira en proporcionar a los candidatos una serie de productos, en un orden aleatorio, y
pedirles que describan las propiedades de textura que perciben. Se le asignan puntuaciones a
las respuestas y, en general, se seleccionan a los candidatos que obtienen como minimo el 65%
del total de puntos posibles. También se pueden presentar diferentes muestras de composicion
y caracteristicas controladas y pedir a los sujetos que las clasifiquen en orden creciente en

intensidad respecto a un determinado atributo (Ibafiez y Barcina, 2001).

2.6 ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA (APT)

Ya que la textura se manifiesta como resultado de haber sometido el alimento a un esfuerzo
deformante, el estudio mecanico del alimento puede proporcionar alguna informacion acerca
de sus atributos de textura (Mohsenin, 1970).

La medicion instrumental de la textura fue propuesta como una alternativa a la
evaluacion sensorial con el fin de superar los principales inconvenientes y limitaciones de esta
ltima en cuanto a la gran variabilidad que puede existir en los resultados, la dificultad de
ejecucidn de las pruebas y la interpretacion de resultados.

Por ello, es necesario que las medidas obtenidas con métodos instrumentales puedan
correlacionarse con respuestas de jueces analiticos de la evaluacion sensorial para que de esta
forma el uso de una técnica instrumental sea valido y confiable. Se han desarrollado diversos
métodos instrumentales basados en el estudio del comportamiento mecanico de los alimentos
(Mohesein, 1970).

Las propiedades mecanicas se analizan sometiendo el producto a una fuerza, ya sea de
compresion, corte, puncién o extrusion, y observando la deformacion producida por el
esfuerzo correspondiente.

Existen una gran variedad de métodos instrumentales de medicion de textura, pero
todos ellos se basan en los siguientes elementos (Voisey, 1975):

a) una punta de prueba (aplicacion de un esfuerzo),
b) una fuente de movimiento,

¢) un elemento registrador.
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En general los métodos instrumentales se pueden clasificar en tres tipos:

1. Métodos fundamentales: son aquellos en los que se trata de definir lo més exactamente
posible el comportamiento reoldgico del alimento, establecer las ecuaciones que rigen
dicho comportamiento y medir los pardmetros y coeficientes involucrados en dichas
ecuaciones (Brennan, 1980). La correlacion entre los pardmetros obtenidos en este tipo de
pruebas y los resultados de evaluacion sensorial realizada al mismo producto no es muy
alta, ya que se trata de dos propiedades con niveles muy diferentes de variabilidad de los
datos numéricos, sin embargo, su aplicaron en desarrollo de formulaciones es muy precisa
y conlleva ventajas muy superiores a otros métodos de investigacion (Sherman, 1975).

2. Meétodos empiricos. Son los més utilizados. En este método se aplica un esfuerzo de
cualquier tipo al alimento, ya sea de compresion, corte, puncion, extrusion, flexion,
tension, etcétera, y se mide la respuesta del alimento, por ejemplo, su disminucion o
aumento de longitud, el tiempo que tarda en recuperar su forma o tamafio original después
de la deformacion y la fuerza requerida para la ruptura, entre otros. Esto se hace de una
forma totalmente empirica. Uno de los instrumentos mas usados es la Maquina Probadora
Universal Instron, con la cual es posible llevar a cabo la técnica conocida como Analisis
Instrumental del Perfil de Textura. Ademas del insturmento citado, se cuenta con aparatos
empiricos como los consistometros, los penetrometros y los viscosimetros. Otro ejemplo
de un aparato para medir la textura es el Medidor “PAM”.

3. Instrumentos imitativos. En estos instrumentos se trata de simular la accion de los
dedos, la mano, los dientes o incluso la boca al deformar un alimento para determinar su
textura. Los hay muy sencillos como el “diente” para medir textura de espagueti y otras

pastas, hasta otros mas complejos.

Una de las maquinas mas modernas para la medicion de textura de alimentos aplicable
a todas las pruebas es el Analizador de Textura TA-XT2. Este aparato fue disefiado
especialmente para alimentos, tiene controles electronicos muy precisos, su sensibilidad es
muy alta y es muy versatil. Tiene un programa de computadora que recoge los datos y las

gréaficas y los guarda automaticamente, eliminando la necesidad de un graficador.
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No hay que olvidar que estos instrumentos son s6lo un auxiliar de la evaluacion
sensorial y no pueden sustituir al ser humano.

Del texturémetro TA.XT2i (Stable Micro Systems, Texture Technologies Corp., White
Plains, NY) se obtienen curvas como las que se muestran en la Figura 4, a partir de las cuyo
analisis se puede determinar si la muestra tiene los atributos de textura deseados.

En la Figura 4 se observa que la fuerza aumenta hasta que ocurre un rompimiento del
tejido, marcado por una disminucion en la fuerza. La altura de este pico representa la
Fragilidad (f;). ElI rompimiento del tejido continGa con un incremento de fuerza al
desparramarse la muestra, hasta que termina el recorrido y comienza el retorno. La maxima
altura de esta parte de la curva es la Dureza (f;). Con el retorno, la fuerza disminuye
rapidamente a cero y aparece una fuerza de tension originada por la Adhesividad (A3), hasta
que la placa superior logra desprenderse de la muestra y la fuerza llega nuevamente a cero. A
partir de este punto comienza el segundo ciclo. La primera seccién transcurre con fuerza cero
porque el producto no se recupera totalmente; cuando la placa entra en contacto por segunda
vez con el alimento, la fuerza se eleva de nuevo en una curva continua hasta que el recorrido
se completa y comienza de nuevo el retorno. La recuperacién entre el primero y el segundo
ciclo es una medida de la Elasticidad (longitud 2/ longitud 1). La Cohesividad es la relacion
de las areas de trabajo efectuado en el segundo y en el primer ciclo por la méquina
(Cohesividad = A,/A;). La Gomosidad es igual a la Dureza por la Cohesividad, y es una
funcién de fuerza (Gomosidad= (f;) Ax/A;). La Masticabilidad es igual a la Dureza por la
Cohesividad por la Elasticidad y es una funcion de trabajo (Masticabilidad = (f;)(A2/A1)
(Elasticidad) (Szczesniak y cols., 1963).
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Fuerza
< > <
Primera Primera Segunda Segunda
P penetracion ><extrusic’)n > < Espera ‘penetracién >J‘ extrusion >
Fracturabilidad \Dure 7a
(Fuerza 1) (Fuerza 2) Dureza
Aregl
Area 3 Areap
Adhesividad
Area 4
< Longitud 1 > ’\y y Longitud 2 ) Tiempo
Figura 4. Curvas obtenidas del Andlisis del Perfil de Textura
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CAPITULO 11l
METODOLOGIA: DISENO EXPERIMENTAL Y TECNICAS DE ANALISIS
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3.1 LECHEUTILIZADA

Se utilizé leche entera de vaca pasteurizada y homogeneizada con 30 geL™ de grasa, 31 geL™*
de proteina reportados en la etiqueta y una densidad de 1,032 gemL™ medida con un
lactodonsimetro para leche (Santa Clara, Productos Lacteos SA de CV, Pachuca, Hidalgo,

México).

3.2 CULTIVOS INICIADORES

Los cultivos iniciadores fueron preparados inoculando la cepa deseada en leche descremada
con 10% (p/v) de sélidos totales (Svelty, Nestlé, Suiza), esterilizada a 121°C por 5 min. Se
incubaron a 37°C (Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris) y
42°C (Streptococcus thermophilus) por 18 horas Se trabajaron dos condiciones para la

elaboracion de los quesos:

o Queso Control (QC): fue elaborado con 2% (v/v) de cultivos mixtos de Lactococcus
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris MA014 (Rhdne-92, Poulenc,
Francia) y 0.5% (v/v) de cultivo Streptococcus thermophilus TA050 no productor de

exopolisacaridos (Rhéne-92, Poulenc, Francia).

o Queso Filante (QF): fue elaborado con un 2% (v/v) de cultivo iniciador mixto
comercial de Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris
MAOQ14 (Rhéne-92, Poulenc, Francia) y 0.5% (v/v) de cultivo productor de
exopolisacaridos de la cepa Streptococcus thermophilus SY-102 (Rhodia-Texel Ltd.,
Londres RU).

50



CAPITULO Ill. METODOLOGIA: DISENO EXPERIMENTAL Y TECNICAS DE ANALISIS

3.3 METODO DE ELABORACION DE QUESO TIPO MANCHEGO

Los quesos se prepararon por triplicado en lotes de 3.5 L con leche adicionada con 0.2 mLsL™

de una disolucion de cloruro de calcio al 0.3% (p/p).
3.3.1 Maduracién de la leche

La leche se incubé a 37°C usando la mezcla de los cultivos correspondientes. Durante la
maduracion de la leche se midieron: la viscosidad, la acidez y el pH cada 30 minutos. Se
midio6 la viscosidad aparente para determinar la presencia de exopolisacaridos (EPS), ya que
estd comprobado que la presencia de EPS aumenta la viscosidad de la leche debido a la

interaccion de los mismos con las proteinas y la grasa de la leche (Cerning y cols. 1986).
3.3.1.1. Viscosidad aparente

La viscosidad aparente de la leche madurada fue analizada por medio de un Viscosimetro
Brookfield LV-DV |1l (Brookfield Engineering Laboratories Inc., Stoughton MA, E.U.). Se
virtieron 400 mL de leche madurada en un vaso de precipitado de 500 mL y se tomaron
lecturas cada 30 min (hasta llegar a 180 min) con un vastago LVV4 o ULA a una velocidad de

40 a 60 rpm respectivamente (Cerning y cols. 1986).
3.3.1.2 Determinacion de acidez total y pH

La acidez de la leche madurada fue determinada (por triplicado) por titulacién con 0.1 molsL™
de NaOH (Sigma Chemicals, E.U.A.), usando fenolftaleina (Baker, J.T.) como indicador.

El pH se determind con un potenciémetro (Conductronic pH 20, Puebla, México). Las
determinaciones de pH y acidez total se realizaron por triplicado cada 30 minutos durante la
maduracion de la leche hasta completar 180 minutos.
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3.3.2 Coagulacion de la leche

La maduracion de la leche se detuvo a los 180 minutos al alcanzar un pH de 6.0, a este valor
de pH la vicosidad de la leche fue maxima, y al bajar este valor la viscosidad comenzaba a
decaer. La leche fue coagulada afiadiendo 3.5 mL de cuajo microbiano diluido en 40 mL de
agua destilada (fuerza del cuajo de 1:10000; Cuamex, Ciudad de México), y se incubd a 37°C

por 30 minutos aproximadamente hasta obtener un gel firme.

3.3.3 Cortado, cocimiento y desuerado de la cuajada

Después de la coagulacion, se cortd la cuajada en cubos de aproximadamente 1cm por lado y
se mantuvo en reposo por 15 min. Posteriormente, la temperatura se elevo lentamente
(1°C/min) hasta alcanzar 45 * 2 °C, agitando ligeramente la cuajada. Cuando la temperatura
alcanzo los 45°C, la cuajada se cort6 en piezas pequefias y se dejo drenar el 80% del suero,
volteando las piezas ocasionalmente, hasta que el suero alcanz6 una acidez titulable de 0.20-
0.22% de &cido lactico.

3.3.4 Moldeado y prensado

La cuajada se puso en moldes de hierro forjado de 1 kg de capacidad recubiertos con gasa para

el moldeado y se prensé en una prensa hidraulica por 24 h a presién constante de 1 kg » cm™.

3.3.5 Salado

Después del prensado, los quesos se sumergieron en salmuera al 10% de NaCl por 24h a 10°C.
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3.3.6  Maduracion de los quesos

Los quesos se sacaron de los moldes y se mantuvieron a temperatura ambiente por 2h (20°C),
posteriormente se metieron por 15 dias en una camara de maduracion (10°C a 12°C, con una
humedad relativa del 80% al 90%). Cada tercer dias se voltearon y se limpiaron con una
solucién de sorbato de potasio al 0.2%.

3.4 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE LOS QUESOS

Se determind el rendimiento en el QC y en el QF en las diferentes etapas de la produccion:
antes del salado, después del salado y después del madurado (Hart, 1991).

El rendimiento del queso se reportdé como porcentaje. Dicho rendimiento se calculd
obteniendo el cociente entre el peso final del queso y el peso de la leche utilizada, mediante la
siguente formula:

Peso del queso (Q)
% del rendimiento del queso = x 100
Peso de la leche (g)

Los cambios en el rendimiento de los quesos se calcularon por medio de la siguiente formula:

Rendimiento Queso Filante - Rendimiento Queso Control
% de cambio de rendimiento = x 100
Rendimiento del Queso Control

3.5 ANALISIS FISICOQUIMICO DE LOS QUESOS

3.5.1 Determinacion de Sélidos Totales y Humedad

La determinacion de la humedad de un gramo de muestra se calculé por la diferencia de peso
mediante la evaporacion de agua en una estufa de desecacion a 100°C (Thermolyne Type

19200, oven incubator. Sybron. Impulsora infisa S.A. de C.V.) hasta llegar a peso constante
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(Covarrubias y col., 1996; Kirk y cols., 1996; Jiménez-Guzman y col., 2009). Se determind
por triplicado en el QC y el QF.
Los solidos totales se calcularon por diferencia del peso total de la muestra y la

humedad.

3.5.2 Determinacion de porciento de grasa, sélidos no grasos, grasa base seca y solidos

Nno grasos base seca

Las determinaciones de sélidos no grasos (SNG), grasa base seca (GBS) y sélidos no grasos
base seca (SNGBS) se determinaron después de obtener el porcentaje de grasa que fue

determinado utilizando el método de Gerber (Jiménez-Guzman y cols., 2009).
3.5.3 Extraccion y determinacion de proteinas totales en queso

Para la determinacion de proteina total de los quesos, se realizd primero la extraccion de
proteinas segun lo informado por Yong y Young (1996), y posteriormente se cuantificd por
medio del método de Lowry.

Para la extraccion de las proteinas se pesaron por triplicado 0.6 g de cada queso, se
disolvieron en 25 mL de urea 8 mol-L™ a pH 8.0 (Sigma Chemicals, Balcata, WA, Australia)
y se homogenizaron por 2 minutos. Luego se metieron en bafio Maria a 37°C por 2 horas para
lograr la solubilizacion de las proteinas. Una vez trascurrido ese tiempo, se centrifugaron a
10,000 rpm por 30 minutos a 4°C. Después se filtraron en papel Whatman Numero 1 para
remover la grasa y los solidos solubles. El filtrado se dializ6 (membrana-cel MC30x100 CLR)
por 24 horas en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 moleL™ a pH=7 y posteriormente
se determinaron las proteinas por el método de Lowry (Yong y Young, 1996 y Lowry y cols.
1951).
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3.6

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se realizaron las observaciones de los quesos por medio de Microscopia Electronica de

Barrido (SEM). A pesar de que las muestras sufrieron cierto grado de contraccion, la técnica

utilizada para deshidratar las muestras consistio en la sustitucién gradual del agua por el

etanol, seguido por la sustitucion del etanol con CO,. Después de eso, el CO, se sublimo

rapidamente para dejar una muestra seca. Esta técnica permite la mejor preservacion posible

de la estructura original de la muestra. Por lo tanto, podemos suponer que a pesar de que la

microestructura de los quesos puede haber cambiado durante el proceso, la estructura

observada en las micrografias es muy parecida a la original.

3.6.1 Preparacion de la muestra

a)

b)

Fijacion

Se tomaron muestras, con un sacabocados, de los dos tipos de quesos (Queso Control y
Queso Filante) después de los 15 dias de maduracién. Las muestras se tomaron de tres
diferentes secciones del queso (centro, medio y corteza), y se realizaron cortes de las 3
diferentes secciones en cubos de aproximadamente 3 x 3 X 1 mm, las cuales se colocaron
para su fijacién en un frasco que contenfa una solucién de glutaraldehido (20 mL.L™)
(Electron Microscopy Science, Washington, DC, USA), durante 24 horas a 4°C con 5
mgeL™ de rojo rutenio (Electrén Microscopy Science, Washington, DC, USA) para la
tincion de los EPS.

Post-fijacién con osmio

Posteriormente se colocaron las muestras en 20 gL de tetraéxido de osmio (Electrén
Mycroscopy Science, Washington, DC, USA) para llevar a cabo un proceso de post-
fijacion durante 2 horas a 4°C.

Deshidratacion

Después se llevo a cabo la deshidratacion de las muestras colocandolas en alcohol etilico
absoluto (J.T. Baker) a diferentes concentraciones (30%, 50%, 70%, 80%, 90% y 100%),

y se realizaron 3 lavados de 10 minutos en cada una de ellas.
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d) Secado a punto critico
Se colocaron las muestras en cajas microporosas, las cuales se introdujeron en un equipo
Samdri-780-B (Tousimis Research Corporation, Santa Clara, CA, 95054. USA), para su
secado a punto critico (P = 1040 Ib/in?, 31°C) usando diéxido de carbono como medio de
transicion.

e) Montaje
Se colocaron las muestras en un portamuestras de aluminio con una cinta de carbono de
doble vista. Se recubrieron con oro en un equipo Sputter Coater SCD 050 (Bal-Tec,

Balzers, Lietchtenstein) con un espesor final de 150 A°. (Jimenez-Guzman, 2009)
3.6.2 Observaciones en el Microscopio Electrénico de Barrido Diferencial

Se observaron las muestras de los quesos en un Microscopio Electronico de Barrido
diferencial Zeiss DSM 940 Digital Scanning Microscope (Oberkochen, Alemania) con un haz

de electrones 100% secundarios a 10 kv y 20 kv.

3.7 ANALISIS DEL PERFIL DE TEXTURA (APT)

El Andlisis del Perfil de Textura (APT) se llevo a cabo en un analizador de textura TA.XT2i
(Stable Micro Systems, Texture Technologies Corp., White Plains, NY). Se obtuvieron
muestras cilindricas del centro del queso madurado 15 dias mediante un sacabocados de 0.5
pulgadas, su altura se ajusto a 1.1 cm con un cuchillo. Las muestras se colocaron en cajas de
Petri cerradas para evitar la pérdida de humedad y se mantuvieron a 20°C durante 1 h, después
se comprimieron un 60% en dos ciclos, utilizando la sonda P50 a una velocidad de cruceta de
120 mmemin™, y se analizaron cinco muestras de cada queso. Los atributos medidos fueron:
dureza, elasticidad, cohesividad y masticabilidad. Dichos atributos se calcularon a partir de las
curvas obtenidas por medio del software Texture Expert 1.20, (Stable Micro Systems Ltd.,
1998) conectado directamente al equipo (Bourne, 1982).
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3.8 ANALISIS SENSORIAL DE TEXTURA

El Analisis Sensorial de Textura se realizo mediante la técnica de “Analisis Descriptivo
Cuantitativo” con un panel seleccionado y entrenado de 10 personas.

Se usaron cuestionarios que emplearon escalas no estructuradas de 10cm para
expresar la intensidad percibida en cada propiedad de textura. Los panelistas trabajaron en
forma individual con un nimero de 3 muestras por sesion, analizando cada muestra por
duplicado.

Antes de realizar la evaluacion, todas las muestras se cortaron en cubos de 1 cm®y se
estabilizaron a una temperatura de 14 a 16°C durante 1 hora. Se presentaron dentro de
contenedores de unicel cerrados. Las muestras se identificaron con una clave de 3 digitos
elegidos al azar y el codigo utilizado fue diferente para cada ensayo.

El Perfil Sensorial de Textura comprendié los siguientes atributos: dureza,

elasticidad, cohesividad y masticabilidad.

3.8.1 Reclutamiento de los jueces

Se reclutaron 50 personas entre profesores y alumnos de la UAM lztapalapa que respondieron

a la convocatoria realizada en la universidad.

Encuesta de salud, habitos alimenticios y entrevista personal
A cada candidato se le hizo una entrevista personal para saber cual era su interés y si tenian
motivacion suficiente para participar en el panel.

Se les aplicd una encuesta de salud y habitos alimenticios para recabar sus datos
personales, qué tipo de alimentos consumen, si tienen alguna alergia a algun tipo de alimento,
si tienen rechazo por algun alimento, cuéles son sus habitos alimenticios y si fuman o no,
valorar su capacidad de comunicacion y si son capaces de describir los atributos, y descartar
asimismo que no tuvieran alguna enfermedad que impidiera que participaran en el

entrenamiento (Cuestionario 1).
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Se revisaron los cuestionarios aplicados y se hizo una primera seleccion con base en
los resultados obtenidos, se evalud si los candidatos eran aptos para valorar el queso, si
consumen normalmente productos lacteos, si no tienen ninguna alergia o enfermedad y si no
fuman o consumen alcohol.

Se descartaron a los candidatos que tuvieron alguna alergia a los productos lacteos o
tuvieran rechazo hacia los mismos, los que tuvieron problemas de salud o tipos de anosmia.

Los candidatos seleccionados pasaron a la siguiente etapa.

3.8.2 Seleccion de jueces

Se les hicieron algunas pruebas sensoriales a los candidatos seleccionados como: prueba de
umbral para los cuatro sabores basicos: dulce, salado, amargo, acido y pruebas de ordenacion
para los cuatro sabores basicos.

La finalidad de realizar este tipo de pruebas con los jueces fue detectar su umbral para
los cuatro sabores béasicos, asi como saber cual era su capacidad para detectar diferencias entre
las concentraciones de las soluciones y poder valorar su capacidad discriminatoria. Ademas

fue una forma para que se fueran familiarizando con las pruebas sensoriales.

a) Prueba de deteccion de sabores basicos y umbrales

Se prepararon soluciones acuosas de los productos quimicos representativos de los cuatro
sabores basicos y las sensaciones gustativas en las siguientes proporciones como se muestra en
la Tabla 12:

Tabla 12. Soluciones de los 4 sabores basicos

Sabor bésico Sustancia patron Concentracién g « L™
Acido Acido citrico 0.6
Amargo Cafeina cristalizada 0.27
Salado Cloruro de sodio 2
Dulce Sacarosa 5.76
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Preparacion de la prueba

Se le presentaron nueve vasos con las diferentes soluciones a cada juez; se decidid
previamente el orden de presentacion y la repeticion de muestras. Cada muestra se codificd
con una clave formada por un conjunto de 3 nimeros aleatorios. Se anotaron las claves y el
orden de presentacién para llevar un registro. Se procedio a llenar los vasos desechables con
20 mL de solucion en el orden establecido. Se ordenaron en charolas para ser servidas a los
jueces. Se coloco un vaso de agua purificada en cada charola para el enjuague y un vaso
grande para que el juez pudiera expectorar. Adicionalmente, se le presentd a cada juez un
cuestionario para dicha prueba. Cada juez procedié a realizar la prueba degustando cada
muestra en el orden establecido y contestando en el cuestionario correspondiente
(Cuestionario 2).

Se vaciaron los resultados en una tabla poniendo un “0” si el juez no respondid
correctamente y un “1” si respondi6 correctamente. Se procedid a realizar una grafica con los
resultados obtenidos de concentracion de la sustancia contra frecuencia de reconocimiento (en
porcentaje), se obtuvo la regresion lineal y se calculd el umbral absoluto que corresponde al

50% en que los jueces reconocieron el gusto basico del que se trataba.

b) Pruebas de ordenacién
Se preparan cuatro muestras con diferentes intensidades de un sabor basico (dulce, salado,
amargo Y acido) para cada prueba. Las muestras de cada atributo se presentaron al azar a los
jueces. Se les pidié que ordenaran las muestras segun el incremento de intensidad de dicho
atributo.

Las intensidades utilizadas para cada atributo fueron las que estan indicadas en la
Tabla 13:
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Tabla 13. Soluciones de diferentes concentraciones de sabores basicos

Sabor Sustancia Concentracion (%)
Dulce Sacarosa 1.0, 2.0,4.0

Acido Acido citrico | 0.035, 0.07, 0.014
Salado NaCl 0.1, 0.2, 0.4
Amargo Cafeina 0.035, 0.07, 0.014

Las muestras se presentaron de manera que sélo el parametro en estudio fuera variable
(Cuestionario 3).

Se seleccionaron los jueces que atinaron al 60 % de las respuestas correctas.
Fueron seleccionados 20 jueces para seguir a la etapa de entrenamiento.

3.8.3 Entrenamiento de jueces

El entrenamiento consistié en conseguir que los jueces se familiarizaran con las muestras y
aprendieran la metodologia de las pruebas. También se verifico si son capaces de discriminar
entre una muestra y otra.

Se observaron las diferencias entre los jueces durante todo el proceso de entrenamiento
para indagar qué juez se desviaba de las mediciones y determinar si seguia en las evaluaciones
0 era descartado.

Para el entrenamiento se utilizaron quesos comerciales para familiarizar al juez con los
diferentes atributos que iba a evaluar y para entrenarlos en el manejo de escalas.

A continuacion, se presentan en la Tabla 14 las muestras comerciales utilizadas:
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Tabla 14. Quesos comerciales utilizados en el entrenamiento de los jueces

Producto Marca

Las marcas de los quesos comerciales fueron las

siguientes:
Queso tipo Manchego Nochebuena (Sigma Alimentos)
Queso panela Nochebuena (Sigma Alimentos)
Queso Oaxaca La Franja
Queso crema Cubiquesito Kraft
Queso tipo gruyere Europeam gourmet
Queso de cabra Ste Maure Laclette
Queso tipo parmesano Grand Duramont (Riggattello)
Queso cotija Nochebuena (Sigma Alimentos)
Queso tipo gouda Nochebuena (Sigma Alimentos)

3.8.4 Etapas del entrenamiento

a) Definicion y descripcion de atributos

En esta primera etapa del entrenamiento se les solicito a los jueces que generaran todos los
descriptores de textura que les vinieran a la mente al probar una muestra de queso tipo
Manchego comercial (Nochebuena), y que los escribieran en una hoja con sus respectivas
definiciones. Después se les proporcion6 una lista de atributos de textura del queso para que la
compararan con lo que ellos habian escrito. Esta parte del entrenamiento se llevo a cabo en

una sesién de una hora.

b)  Consenso entre jueces sobre las definiciones de los descriptores
Después se procedio a hacer una sesion grupal, donde se refind el lenguaje generado por los
jueces, eliminando sindnimos, anténimos y terminologia que no aplicaba para la muestra de
queso. El consenso se llevo a cabo en una sesion de dos horas.

Estas sesiones grupales para llegar a un consenso son de suma importancia para
establecer un acuerdo sobre las definiciones de cada atributo y asegurarse de que cada juez

entiende lo mismo para cada atributo.
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Una vez que se discutieron las definiciones para cada atributo y que se llegé a un
acuerdo sobre las mismas, se asegurd de que todos los jueces entendieran lo mismo para cada
atributo. Estas definiciones se escribieron en una tabla para usarla posteriormente a lo largo de

todo el entrenamiento como apoyo a la hora de realizar las pruebas.

C) Pruebas de diferenciacion

Prueba Duo - Trio
Se aplicaron pruebas Duo-Trio para entender mejor algunos atributos, como la cohesividad,
que es un poco dificil de medir (Cuestionario 4).

Se utilizaron muestras de quesos comerciales. Se realizaron seis series de muestras de
quesos comerciales por duplicado. Esta prueba se llevo a cabo en una sesion de una hora.

La prueba consistio en presentar al juez tres muestras, dos de ellas codificadas con una
clave de tres nimeros aleatorios y una marcada como Referencia (R). Se le pidi6 al juez que
probara las muestras de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo y que subrayara la muestra
que fuera igual a “R”.

Se vaciaron los datos en una tabla donde se anotd un “0” cuando los jueces no atinaron
a la respuesta correcta y un “1” cuando si lo hicieron. Luego, se sumaron las frecuencias y se
procedio a calcular la y-cuadrada. Se obtuvo la conclusion estadistica de la siguiente manera:
si el valor calculado de y-cuadrada resulté mayor que el valor en las tablas, se rechaz6 Hy v,
por lo tanto, se concluyd que el juez no encontro diferencias significativas entre las muestras;
si el valor calculado fue menor que el valor en las tablas (Tablas de  -cuadrada, con 0.05 de
significancia), se aceptd Ho y, por lo tanto, se puede concluir que el juez si encontrd

diferencias significativas entre las muestras.
Prueba de Comparacion por pares

Se aplicaron pruebas de “Comparacion por pares” para los atributos de: cohesividad,

masticabilidad, dureza, elasticidad. (Cuestionario 5).
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Se utilizaron muestras de quesos comerciales. Se realizaron cinco series de muestras de
quesos comerciales por duplicado. Estas pruebas se llevaron a cabo en cinco sesiones de 30
minutos cada una.

La finalidad de dichas pruebas fue establecer si los jueces tenian capacidad
discriminativa, ademés de que se fueran familiarizando con las pruebas y con los atributos

Los resultados se vaciaron en tablas donde se escribié “0” cuando no acertaron a la
respuesta correcta y un “1” cuando atinaron a la respuesta correcta. Los datos se analizaron
por  -cuadrada con un 0.05 de significancia, y concluir asi si las muestras eran percibidas por

los jueces como diferentes o0 no.

Manejo de escalas (Escalas de referencia)

Las escalas normalizadas se desarrollaron sobre la base de la clasificacion de cuatro atributos
de textura del queso elegidos para nuestros analisis con el objeto de proporcionar un método
cuantitativo para evaluar sus propiedades mecénicas.

Se desarrollaron escalas de referencia para los siguientes atributos: dureza, elasticidad,
cohesividad y masticabilidad. Para cada escala se escogieron cinco quesos comerciales que
sirvieron como cinco puntos de referencia para cada una de las escalas.

Las escalas de referencia para cada atributo se muestran en la Tabla 15, donde 1 = muy

poco intenso, 2 = poco intenso, 3 = intensidad media, 4 = intenso y 5 = muy intenso:

Tabla 15. Escalas de referencia utilizadas para el entrenamiento de los jueces
DUREZA COHESIVIDAD ELASTICIDAD MASTICABIIDAD

1.- Queso crema
2.- Queso panela

1.- Queso cotija
2.- Queso panela

1.- Queso crema
2.- Queso panela

1.- Queso crema
2.- Queso tipo Manchego

3.- Queso tipo Manchego
4.- Queso tipo gruyere
5.- Queso tipo parmesano

3.- Queso tipo gruyere
4.- Queso tipo Manchego

5.- Queso tipo gouda

3.- Queso tipo Manchego
4.- Queso tipo gouda

5.- Queso oaxaca

3.- Queso oaxaca
4.- Queso tipo parmesano

5.- Queso tipo gruyere

Para familiarizarse con dichas escalas se realizaron dos sesiones de una hora de
duracion donde los jueces probaron los quesos correspondientes a cada una de las escalas de

cada atributo.
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También se trabajo con pruebas de ordenacion para asegurarse de que los jueces
entendieron bien la escala y sus atributos correspondientes. Mas adelante se hicieron pruebas
descriptivas con anclajes para ayudar a los jueces a que se orientaran dentro de la escala. Estas

pruebas se describen a continuacion.

Pruebas de ordenacion
Se hicieron pruebas de ordenacidn en series de cuatro muestras por duplicado para cada uno
de los cinco atributos. Se llevaron a cabo en cinco sesiones de 30 minutos cada una.

La prueba consistié en presentar a los jueces una serie de cuatro muestras en orden
aleatorio. Se les pidi6 que ordenaran dichas muestras en forma creciente segin un cierto
atributo (dureza, elasticidad, cohesividad o mastibabilidad), asignando un 1 a la muestra
menos intensa en dicho atributo y un 4 a la mas intensa segun se indica en el Cuestionario 6.

Una vez realizadas las pruebas se vaciaron los resultados en una tabla y se analizaron
estadisticamente por medio de la Prueba de Ordenacion por Rangos de Newell Mc Farlene, la
cual determind si los jueces ordenaron las muestras de forma adecuada.

Es muy importante mencionar que en cada prueba estadistica se determind si habia
diferencia entre los jueces para irlas ajustando y poder establecer si eran aptos para evaluar las
pruebas finales o no.

Pruebas descriptivas con anclajes

Las Pruebas Descriptivas Cuantitativas sirven para identificar y cuantificar los atributos
sensoriales, en este caso, del queso. La informacion generada en dicha prueba sirve para
construir un modelo multidimensional cuantitativo que muestra el perfil de los atributos mas
importantes del queso.

La prueba consiste en proporcionar un cuestionario al juez con una escala no
estructurada de 10cm de longitud, donde dicho el juez debera anotar el nivel de intensidad que
percibe de cada atributo del queso, como se muestra en el Cuestionario 7.

Se aplicaron pruebas descriptivas de ensayo para cada atributo de textura del queso por
duplicado y con anclajes a los extremos. Se requirieron dos sesiones de una hora cada una. Se

utilizaron los quesos de prueba elaborados en el laboratorio: el QC y el QF.

64



CAPITULO Ill. METODOLOGIA: DISENO EXPERIMENTAL Y TECNICAS DE ANALISIS

Una vez que los jueces respondieron, se midio cada respuesta en centimetros y dichos
datos se vaciaron en una tabla. Posteriormente se calculd una t-student para cada atributo para
averiguar si hubo diferencia significativa entre el QC y el QF, y una ANOVA para ver si habia
diferencia significativa entre los jueces.

De esta forma se pudo determinar si todos los jueces estaban midiendo de forma
similar o habia algunos jueces que se desviaban de las respuestas.

Una vez comprobando que los jueces habian entendido las escalas y que respondian de
manera similar, se dio por concluido el entrenamiento y se procedio a realizar las pruebas

definitivas.

3.8.5 Pruebas Descriptivas Cuantitativas (Pruebas definitivas)

Se hicieron Pruebas Descriptivas Cuantitativas para el QC y el QF, donde se midieron los
siguientes atributos: Dureza, Elasticidad, Cohesividad y Masticabilidad. Se realizaron las
pruebas por duplicado y con los 10 Jueces seleccionados para la prueba final. Las pruebas se
realizaron en dos sesiones de una hora de duracion. Se les solicitd a los jueces que probaran
una muestra y respondieran en la escala no estructurada de 10cm la intensidad percibida de
cada uno de los atributos (Cuestionario 8).

Se midieron los centimetros de cada percepcion en la escala, se vaciaron los resultados
en una tabla y se calcul6 la t-student para saber si habia diferencia significativa para cada uno
de los atributos entre el QC y el QF. También se calcul6 la ANOVA para comprobar si habia
diferencia significativa entre los jueces. Después se procedié a calcular la media para cada
queso y cada atributo, y se elabor6 una gréafica radial para poder observar el perfil de textura

de cada uno de los quesos y notar sus diferencias entre cada uno de los atributos.
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3.9 ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados fueron analizados a través de un analisis de varianza (ANOVA) utilizando un
software de anélisis estadistico (Statistica 5.0, Stat Soft, Tulsa OK EE.UU.), con una p <0.05.
Se emplearon las siguientes pruebas estadisticas para la evaluacion sensorial: t-student
para sacar las diferencias de cada uno de los atributos entre los dos tipos de quesos; -
cuadrada para las pruebas de diferenciacion: la Prueba Triangulas, Comparacion por pares y
Duo-Trio; ordenacion por rangos a través de las tablas de Newell MacFarlene; y ANOVA para
obtener las diferencias entre los jueces. Ademas se realizd un analisis de componentes

principales (ACP) utilizando el software Minitab 14.0.
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4.1 pH, ACIDEZ Y VISCOSIDAD APARENTE EN LA MADURACION
DE LA LECHE

Los resultados de pH, acidez y viscosidad aparente obtenidos durante la maduracién de la
leche destinada a la elaboracion del queso control sin cepa filante (LC) y la leche utilizada en
la elaboracion del queso elaborado con cepa filante (LF) se muestran en la Figura 5.

Los resultados indican que no se observaron diferencias significativas de pH y acidez
de las leches LC y LF a lo largo de toda su maduracion, lo que corrobora que ambas cepas
crecieron de forma similar. La continua disminucion de pH y el aumento de la acidez en la
maduracion de las leches, revela que los cultivos iniciadores se desarrollaron de forma
adecuada con la consiguiente produccion de acido lactico como parte de la via metabdlica
fermentativa de las bacterias acido lacticas (BAL) (De Vuyust y Degeest, 1999). En la
elaboracion de queso, la acidez es importante porque favorece la formacién de la cuajada y
evita ademas el desarrollo de otras bacterias indeseables en el producto (Richard y cols.,
1990).

La maduracion se detuvo cuando se alcanzd un pH de 6, debido a que a ese valor se
favorece la accion del cuajo y se produce una mayor viscosidad; cuando el pH es mas bajo la
viscosidad producida en la LF comienza a disminuir

Como se ha reportados por algunos investigadores, cuando se lleva a cabo la
fermentacién a un pH alrededor de 5.8 0 6.0, se incrementa la concentracion de EPS en
relacion a valores de pH superiores (Kimmel y Roberts, 1998; Petry y cols., 2000; Dassy y
cols., 1991; Hardy y cols., 1981).

Los EPS que producen algunas BAL en leches maduradas se han medido por medio de
observaciones visuales o por mediciones de la viscosidad (Rawson y Marshall, 1997; Hess y
cols., 1997), aunque tambien se ha podido cuantificar en leches fermentadas y en yogurt
(Cerning, 1995; Garcia-Garibay y Marshall, 1991; Dominguez-Soberanes y cols., 2001), pero
estos métodos son muy largos y complicados en el queso.

Como se puede observar en la Figura 5, la viscosidad aparente de las leches LC y LF

aumento y fue constante para ambas durante la primera hora de la maduracion. Después de los
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90 min se elevo ligeramente, pero sin mostrar aun diferencias significativas. Cuando el pH
alcanzé un valor inferior a 6.2, después de los 120min de la maduracion, la viscosidad
aparente de la leche LF se incremento significativamente con respecto a aquella de la leche

LC, a pesar del hecho de que el pH disminuyd y la acidez aumento por igual en ambas leches.
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Figura 5. Viscosidad aparente (1), pH y acidez a lo largo de la maduracion de las leches LC y LF.
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La medicidn de la viscosidad aparente de la leche durante su maduracién fue utilizada
como un indicador indirecto de la produccion de EPS, ya que se ha comprobado que los
incrementos en la viscosidad aparente de leche acidificada se deben a la interaccion entre las
moléculas de EPS y las proteinas. En el caso de las caseinas, se ha observado que un aumento
en la concentracion de EPS produce una mayor agregacion de proteinas y, por lo tanto, una

mayor viscosidad (Wacher-Rodarte, y cols., 1993; Broadbent, y cols., 2001; Champagne, y
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cols., 2006; Guzel-Seydim, y cols., 2005). Los complejos proteina-polisacérido se mantienen
unidos por interacciones electrostaticas o enlaces covalentes, por lo que dichos complejos
pueden aumentar la viscosidad en el medio (Dickinson, 1995). Con base en lo expuesto, se
puede inferir, que el aumento en la viscosidad aparente de la leche LF demuestra la producion
de EPS (Cerning, 1995; De Vuyst y Degeest, 1999).

Algunos estudios han demostrado que el pH éptimo para la produccion de EPS por
algunas bacterias acido lacticas es de 6 (Cerning y cols., 1990). También existen otros factores
que favorecen la produccion de los mismos, como son el estrés que puede sufrir la bacteria,
por ejemplo, una temperatura de crecimiento no 6ptima. Esta propiedad se aprovechd para
lograr una mayor produccion de EPS haciendo crecer la bacteria a una temperatura menor
(37°C) que su temperatura Optima de crecimiento que es de 42 — 45°C, por ser un

microorganismo termofilo (De Vuyst y Degeest, 1999).

4.2 COMPOSICION FISICOQUIMICA Y RENDIMIENTO DE LOS
QUESOS

El analisis de la composicion fisicoquimica de los quesos se muestra en la Tabla 16, donde se
observa que la humedad y la grasa resultaron significativamente mas altas en el queso
elaborado con cepa filante (QF) con respecto al queso elaborado con la cepa control (QC),
mientras que se obtuvo una disminucion significativa en el contenido de proteina total para el
QF.

El hecho de que el QF haya resultado con un mayor contenido de humedad y grasa y
una cantidad menor de proteina, se debe a la compleja estructura formada por la red de las
proteinas y su interaccion con los EPS, lo cual esté relacionado con un cambio en la textura
del queso. Esto también ha sido reportado por algunos estudios realizados en yogurt realizados
por Dominguez-Soberanes y cols. (2001) y Hess y cols. (1997), quienes determinaron que el
contenido de proteinas es mas alto en cuanto mayor sea la interaccion EPS con las proteinas de
la leche, lo cual provoca un cambio en las propiedades de textura del producto; sin embargo, a
pesar de que la cantidad de proteinas para el QF fue ligeramente menor, las interacciones

proteina-EPS contribuyeron a una modificacion en la textura de los quesos debido a la matriz
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de proteinas formada, donde los EPS quedan ligados, lo cual se comprobd en el aumento de la
viscosidad aparente durante la maduracién de la leche (Hess y cols. 1997; Dominguez-

Soberanes y cols. 2001). Esta matriz de proteinas-EPS puede retener méas grasa y agua como

se demuestra en el analisis fisicoquimico del queso (Tabla 16).

Tabla 16. Composicién fisicoquimica de los quesos (g -100g™)

Grasa Proteinas Proteinas
Solidos | Humedad | Base |totales Base G;ef; 32;6 totales Base
Totales (%) (%) Hameda [ Humeda Seca (%)
(%) (%)
Queso Control |59.7+0.5* [40.3+0.5% (30+0.0* [21.0+1.2*® |50.3+1.0° (35.3+0.6°
Queso Filante [55.3+0.2° [44.7+0.2°|34+0.0° [19.0+1.0° |615 +1.0° |34.3+0.1°

a,b Las letras de los superindices muestran diferencias significativas (a< 0.05).

Por lo tanto, la red formada por las proteinas del queso y los EPS es un sistema
complejo donde parecen estar involucradas uniones de tipo electrostaticas, enlaces covalentes
y uniones de tipo hidréfobas, al igual que ciertos grupos OH de los polisacaridos, que son
grupos polares y que contienen H y pueden formar puentes de hidrégeno con el agua, lo que
provoca que ésta se ligue mas fuertemente y, por ende, se retenga mas en el QF. Estas
interacciones hacen gque también se retenga mas grasa en dicho queso ya que queda atrapada
en la red de proteinas (McClements, y cols., 2006; Dickinson, y cols., 1998).

El hecho de que haya habido un aumento significativo en la cantidad de humedad y
grasa en el QF (Tabla 16), explica por qué resultd ser un queso con mayor rendimiento, como
lo observamos en la Tabla 17. Algunos investigadores reportaron conclusiones similares en
queso Cheddar bajo en grasa elaborado con cepa; ellos obtuvieron un mayor contenido de
humedad, un porcentaje superior de grasa y un incremento en el rendimiento del queso filante
(Rynne y cols., 2007).

En la Tabla 17 se muestra el rendimiento de los quesos antes del salado, después del
salado y después del madurado. Los resultados obtenidos muestran que el rendimiento del QF
fue significativamente mayor que en el QC en las tres etapas de elaboracion: antes del salado,
después del salado y después del madurado. Estos resultados pueden explicarse por el efecto
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de los EPS para retener humedad y grasa y, por lo tanto, para incrementar el rendimiento del
queso (Kalab y col., 1993; Wacher-Rodarte, y cols., 1993; Teggatz y Morris, 1990; Garcia-
Garibay y Marshall, 1991).

Antes del salado se obtuvo un aumento significativo en el rendimiento de 10.8% para
QF con respecto al QC, lo cual refleja que hubo retencion de agua y grasa debido a las
interacciones de los EPS aln después del proceso de prensado, como se observa en la Tabla
16.

El proceso de salado se hizo por inmersion en salmuera, por lo que ambos quesos
aumentaron de peso por la retencion de agua (Tabla 17). En esta etapa el QF siguié mostrando
un aumento significativo en el rendimiento con respecto al QC (7.4%), aunque entre antes del
salado y después del salado no haya habido aumento significativo de peso en el QF. Esto
puede deberse probablemente al hecho de que los EPS ya habian retenido tanta agua como

podian, y por lo tanto, ya no podian absorber mas.

Tabla 17. Rendimiento de los quesos

Antes del salado Después del salado | Después de madurado

Queso Control 11.16 +0.19° 11.67 +0.07° 9.43 +0.04°

Queso Filante 12.37 £ 0.28" 12.53 +0.28" 10.45 + 0.06"

% de cambio de
o 10.8 7.4 10.9
rendimiento

a,b Los datos con diferentes subindices muestran valores de diferencia significativa (0<0.05)

El rendimiento del QF después del madurado, fue significativamente mayor obteniendo
un incremento del 10.9% respecto al QC. Esto es de gran importancia, ya que el aumento de
rendimiento puede ser consecuencia de la capacidad de los EPS para retener agua y grasa, lo
cual impide que el agua se evapore durante su maduracion (Tabla 16), y esto se refleja en el
producto final como un mayor peso; ésto puede beneficiar la estructura del queso al modificar

su textura. Merrill y cols. (1994) demostraron que el uso de cepas productoras de EPS

72




CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

aumenta los niveles de la humedad en quesos Mozzarella reducidos en grasa, mejoran el
cuerpo, la textura, y las caracteristicas funcionales del queso (Merrill y cols., 1994).

Costa y cols. (2012), por su parte, estudiaron el efecto de los EPS producidos por
Lactococcus lactis subsp. cremoris en la elaboracion de queso Cheddar reducido en grasa y
encontraron que los EPS producidos por este cultivo iniciador no interfirieron con la
coagulacion, pero si tuvo un efecto significativo en la reduccion de la sinéresis después del
corte de la cuajada (Costa y cols., 2012). Ademas de la funcionalidad mejorada, la capacidad
de aumentar el nivel de la humedad del queso (incluso tan pequefio como el 1%) da a los
productores una ventaja econémica importante en una industria altamente competitiva (Low y
cols., 1998).

La Figura 6 muestra la pérdida de peso a lo largo de los 15 dias de la maduracion de
los quesos. Se puede observar que hubo una mayor pérdida de peso en el QC en relacion al QF
a lo largo de toda la maduracion.

Durante los 15 dias de maduracion de los quesos, se perdid peso debido a la
evaporacion de agua. Como se muestra en la Figura 6, la pérdida de peso durante la
maduracion en el QF fue significativamente menor (16.55%) que para el QC (19.16%). Esta
menor pérdida de peso para el QF pudo deberse a la capacidad que tienen los EPS para retener
agua, como lo comprueban algunos estudios realizados en el queso panela. Jiménez-Guzman y
cols. (2009), encontraron que cuando se utiliz6 una cepa productora de EPS, se incremento el
rendimiento en el queso mexicano tipo panela, de un 13.7% (queso control) a un 16.8% (queso
filante). Sin embargo, dado que el queso panela es un queso fresco con un alto contenido de
humedad, el incremento fue mayor que el mostrado en el queso tipo Manchego que es un
queso prensado y madurado, en el cual se obtuvo un incremento en el rendimiento del 10.09%.
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1 3 5 7 9 1 13 15

Tiempo de maduracion (d)

Figura 6. Variacion de peso de los quesos durante la maduracion.
B Queso Control, Il Queso Filante

43 MICROESTRUCTURA

En las Figuras 7a, 7b, 7c y 8a, 8b, 8c se muestran las microestructuras obtenidas mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de tres secciones del QC y QF. Las Figuras 7a 'y 8a
corresponden a la corteza del QC y del QF respectivamente; la parte media se ilustra en las
Figuras 7b y 8b del QC y del QF respectivamente y el centro se observa en las Figuras 7c y 8c
del QC y del QF respectivamente.

En particular, las Figuras 7a, 7b y 7c muestran las micrografias obtenidas por SEM del
QC, en las cuales se demuestra que no hubo produccion de EPS; se observa s6lo una matriz de
proteinas formada y globulos de grasa, lo cual concuerda con otros estudios reportados

anteriormente (Dominguez-Soberanes, 2001; Hess, 1997).
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Figura 7a. Microestructura de la corteza del QC (5000x, barra corresponde a 5 mp)
C. Cavidades; G. Grasa; P. Proteinas

A
! _

B I —————
> = 5000 ’

Figura 7b. Microestructura de la parte media del QC (5000x, barra corresponde a 5 mp)
C. Cavidades; G. Grasa; P. Proteinas
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Figura 7c. Microestructura de la centro del QC (5000x, barra corresponde a 5 mp)

Las micrografias obtenidas por SEM del QF (Figuras 8a, 8b y 8c) mostraron que la red
de proteinas estaba méas abierta y tenia cavidades mas grandes que las del QC. Esto se debe al
agua evaporada durante la preparacién de la muestra para la observacion en el microscopio
electronico de barrido. Estas cavidades pudieron haber contenido mayor cantidad de agua, lo
que es consecuencia de la interaccion de los EPS con la matriz de proteinas del queso (Hassan
y cols. 2002; Guzel-Seydim y cols. 2005). Como se observa en las micrografias SEM (Figura
8a, 8b y 8c), las interacciones entre los EPS y la matriz de proteinas genera grandes espacios
vacios en el QF, por lo que el polimero podria ser visto como parte de la red de la matriz de
proteinas. Se observan también mayor cantidad de glébulos de grasa en el QF que en el QC.

Debido al hecho de que el queso tipo Manchego es un queso de pasta prensada, se
esperaba una microestructura con cavidades mas pequefias a lo largo de las tres distintas
secciones de los quesos: el centro, la parte media y la superficie o corteza del queso. Las
micrografias de los quesos mostraron que la estructura fue diferente en las secciones
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estudiadas: las cavidades en la matriz de proteinas resultaron mas abiertas en el centro que en
las secciones externas del queso, puesto que en el centro se conserva mas humedad que en la
corteza.

La comparacion de las tres secciones del QF (Figura 8a, 8b y 8c) mostré que habia una
mayor concentracion de EPS en el centro que en la corteza, lo cual indica que continu6 la
produccion de los EPS durante la maduracion; esta produccion de EPS se facilita méas en el
centro donde se encuentra un mayor contenido de humedad y un ambiente anaerébico mas
marcado que en las secciones externas, como en la corteza, donde la humedad es menor y hay
una mayor concentraciéon de oxigeno, lo que sugiere que el ambiente influye en el crecimiento
de la bacterias y, por lo tanto, en la produccion de EPS (Cerning, 1990).

La microestructura observada concuerda con los datos reportados en la Tabla 16, que
revelan que en el QF se obtuvo una mayor retencion de agua y grasa, lo cual produjo como
consecuencia un aumento del rendimiento del queso, lo que se observa en las micrografias
como una estructura mas abierta y cavidades méas grandes generadas por la evaporacion del
agua durante la preparacion de la muestra para la microscopia. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Hassan y cols. (2002), quienes observaron por microscopia laser confocal,
una estructura mas abierta en el queso Feta elaborado con una cepa filante de Streptococcus
thermophilus. Por su parte, Guzel-Seydim y cols. (2005) reportaron que los EPS se unen
fuertemente al agua dentro de la matriz del QF y la retienen por més tiempo que en el QC.
Este mismo efecto fue lo que se observamos en nuestro estudio durante la maduracion de los

quesos, donde el QF conservd méas agua que el QC (Figura 6).
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Figura 8a. Microestructuras de la corteza del QF (5000x, barra corresponde a5 mu).
EPS. Exopolisacaridos; C. Cavidades; G. Grasa; P. Proteinas.

Figura 8b. Microestructuras de la parte media del QF (5000x, barra corresponde a 5 my)
EPS. Exopolisacaridos; C. Cavidades; G. Grasa; P. Proteinas
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364 3B
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Figura 8c. Microestructuras del centro del QF (5000x, barra corresponde a 5 mp)
EPS. Exopolisacéridos; C. Cavidades; G. Grasa; P. Proteinas

4.4 ANALISIS DEL PERFIL DE TEXTURA (APT)

En la Figura 9 se muestran las curvas representativas del Analisis del Perfil de Textura (APT)
obtenidas para ambos tipos de quesos. A partir de estas gréficas de fuerza-tiempo se
calcularon los pardmetros de: dureza, cohesividad, elasticidad y masticabilidad (Bourne,
1982).
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Fuerza (N)

J

- -~ - Queso Filante —— Queso Control

f——ata e e e e a s 0 S0 STRRENS

Tiempo (s)
Figura 9. Curvas obtenidas por el Andlisis del Perfil de Textura (APT) parael QCy el QF
La dureza y la elasticidad fueron significativamente menores en el QF en relacion al
QC, mientras que la cohesividad fue significativamente mayor; la masticabilidad no fue

significativamente diferente entre ambos quesos (Tabla 18).

Tabla 18. Analisis del Perfil de Textura del QC y el QF

Elasticidad | Masticabilidad
Dureza (N)* | Cohesividad * (mm) * (N mm)

Queso Control 8.67 + 0.26° 0.15 +0.02° 6.90 + 0.42° 8.96 +1.21°

Queso Filante 6.73 + 0.47° 0.18+0.01° |6.24+038" | 7.66+1.14%

%D as letras de los subindices muestran diferencias significativas (o < 0.05)
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El mayor contenido de agua y de grasa en el QF (Tabla 16) produjo una estructura méas
abierta (Figuras 8a, 8b, 8c), dando lugar a un queso mas suave, que fue también méas cohesivo,
pero menos elastico (Tabla 18). Un mayor contenido de grasa y de agua en los quesos tiende a
debilitar la asociacion entre proteinas, lo cual da lugar a un queso mas suave (Jack, y cols.,
1993; Tunick, y cols., 1993a, 1993b). Chen y cols., (1979) y Emmons y cols., (1980) han
reportado que los quesos que contienen mayores contenidos de grasa en queso Cheddar se han
relacionado también con una disminucion en los valores de dureza y un aumento en los
valores de masticabilidad (Cheny cols., 1979 y Emmons y cols., 1980).

A partir de una investigacion hecha con queso Cheddar con diferentes contenidos de
grasa, Bryant y cols. (1995) establecieron que la microestructura de los quesos bajos en grasa
estuvo conformada por una matriz de proteinas mas compacta y con menos espacios abiertos,
que de otra manera hubieran sido ocupados por glébulos de grasa. Esto estd asociado a una
dureza mayor, ain cuando el contenido de humedad fuera méas alto. Estos autores también
reportan que la compleja microestructura abierta de los quesos analizados por SEM se perdio
debido a una disminucion en el contenido de grasa (Chen y cols., 1979; Emmons y cols., 1980;
Bryant y cols., 1995).

El mismo efecto se puede observar en las Figuras 8a, 8b y 8c, en las que el QF presenta
una estructura mas abierta y en la que se observan los glébulos de grasa dentro de la matriz de
proteinas. Todos estos resultados también concuerdan con los datos reportados por Lobato-
Calleros y cols. (2001), quienes observaron que la reduccion de grasa en el queso tipo
Manchego produce un queso mas duro al no tener las interrupciones propias de los glébulos de
grasa y, por lo tanto, se producen zonas mas densas y compactas en la matriz de proteinas.

Por otra parte, es bien sabido que el aumento en el contenido de humedad en los quesos
provoca un producto menos duro que los de humedad mas baja, esto debido a las interacciones
hidrofobicas, que son de gran importancia para estabilizar la estructura de la matriz de
proteinas; estas interacciones se ven debilitadas por la adsorcion de agua en las proteinas
(Tunick, y cols., 1991; Jack, y cols., 1992), lo que podria contribuir a una textura mas suave en
el QF.

Por otra parte, se esperaba una disminucién en la cohesividad al aumentar la humedad

y la grasa en el queso (Emmons, y cols., 1980), debido a que estos pardmetros podian haber
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debilitado la estructura del queso; sin embargo no sucedid asi, antes bien, la cohesividad
resulté ser mayor en el QF gracias a las interacciones entre los EPS y las proteinas, como fue
reportado por Dominguez-Soberanes y cols. (2001). Ellos sugirieron que las interacciones
entre los EPS y las caseinas de la leche fermentada aumentaron la cohesividad. En un producto
solido, la cohesividad representa qué tanto su estructura resiste a la deformacion y/o el
desgarro, por lo que una mayor cohesividad en el QF, encontrada en esta investigacion,
sugiere que hay una interaccion entre los EPS y la matriz de proteinas del queso, a pesar de
contener un mayor contenido de grasa y de agua.

En cuanto a la elasticidad, los resultados indican que se obtuvo una elasticidad menor
en el QF con respecto al QC. Bryant y cols. (1995) informaron que en el queso Cheddar la
elasticidad aumento con la disminucion del contenido de grasa. Esto concuerda con Emmons y
cols. (1980), que establecieron que el queso reducido en grasa tiende a ser mas elastico. Si nos
basamos Unicamente en el contenido de grasa, los resultados encontrados estarian de acuerdo
con lo reportado dichos investigadores (Emmons y cols., 1980; Bryant y cols., 1995). Sin
embargo, no esta claro como el contenido de humedad afecta la elasticidad, ya que se han
reportado resultados tanto de incremento como de disminucion en la elasticidad con respecto
al contenido de humedad (Tunick, 1991).

La relacion entre la composicion del queso y el perfil de textura es muy compleja, y
existen otros factores que también influyen en la textura del producto, como son las
condiciones del proceso y la microbiota. Esto hace que sea dificil establecer una relacion
directa entre los componentes del queso y el perfil de la textura, como ha sido reportado por
Van Hekken y cols. (2007) y Tunick y cols. (2007) en el queso Chihuahua, que es similar a la
textura del queso mexicano tipo Manchego.

Para el atributo de masticabilidad no se encontraron diferencias significativas entre

ambos quesos.
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45 EVALUACION SENSORIAL DE TEXTURA

Para la prueba de analisis descriptivo cuantitativo se tomaron los mismos atributos que para el
Analisis del Perfil de Textura (APT). La dureza y la cohesividad fueron significativamente
menores en el QF, y la elasticidad resulto significativamente mayor a aquellas del QC. Los
valores de masticabilidad de ambos quesos no mostraron diferencias significativas (Figura 10).

A pesar de que el Andlisis de Perfil de Textura Instrumental (APT) esta disefiado para
simular la percepcion sensorial de las propiedades fisicas de los alimentos, la percepcion
humana de las propiedades de textura de los alimentos depende de otros factores mas
complejos que el analisis instrumental no puede considerar en conjunto en sus mediciones.
Debido a esto, siempre es importante medir la percepcion tanto instrumental como sensorial de
la textura de un producto.

Al comparar los resultados obtenidos en el APT (Tabla 18) con los obtenidos en la
evaluacion sensorial (Figura 10) se observo que la dureza y la masticabilidad se midieron de
forma similar por ambos métodos. En ambos casos fue mayor la dureza para el QC con
respecto al QF; esto podria ser debido a que el QF tuvo un mayor contenido de humedad y de
grasa, mientras que no hubo diferencia significativa para la masticabilidad en ambos quesos.
La cohesividad y la elasticidad fueron percibidos por los jueces de una manera opuesta a la

medicion instrumental.
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Masticabilidad (cm)

Dureza (cm) *

4.0
3.5/

Elasticidad (cm) *

|+ Queso Control —#— Queso Filante

Cohesividad (cm) *

Figure 10. Comparacion del perfil de textura sensorial de los quesos

46 RELACION ENTRE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
LAS PROPIEDADES DE TEXTURA DEL QUESO MEDIANTE

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Algunos investigadores han observado que las propiedades de textura del queso se ven
afectadas por su composicion fisicoquimica, siendo las mas importantes el contenido de grasa,
de proteinas y de humedad, si bien la tecnologia del procesamiento y la intensidad de la
proteolisis también pueden afectar los resultados (Jaros y cols., 2001). La red de proteinas esta
formada por las alfa s1 y beta caseinas, cuyas cadenas helicoidales forman celdas que
encierran los glébulos de grasa, haciendo que la relacion de grasa-proteina en la leche sea
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critica, asi como el contenido de minerales; un incremento en la materia grasa y contenido de
agua debilitan la estructura proteica, mientras que una disminucién de los mismos provoca un
endurecimiento del queso.

Ademas, como se ha observado en el yogurt, las bacterias productoras de EPS ayudan a
la retencion de grasa y humedad en el queso, lo cual mejora la textura, ya que el uso de cepas
productoras de EPS fortalece la red de proteinas, resultando una leche fermentada méas firme
por su capacidad de retener agua y que contribuye a disminuir la sinéresis (Cerning, 1995). Se
ha observado en el queso, que la capacidad que tienen los EPS de retener agua y grasa mejora
su textura, haciéndolo menos duro, y por lo tanto, menos cohesivo.

Para poder relacionar bien los atributos de textura, tanto sensoriales como
instrumentales, con las propiedades fisicoquimicas de los quesos se procedié a hacer un
Analisis de Componentes Principales (ACP).

El ACP es una técnica descriptiva que permite estudiar las relaciones que existen entre
las variables cuantitativas, sin considerar a priori ninguna estructura, ni de variables, ni de
individuos (Palm, 1998; Vizuata, 1998).

4.6.1 Relacion entre el Analisis de Perfil de Textura y la composicion fisicoquimica de

los quesos

Se llevd a cabo un Analisis de Componentes Principales (ACP) a las propiedades de textura
instrumental y a la composicion fisicoquimica de los quesos con objeto de establecer las
relaciones principales entre éstas y estudiar la distribucion de los quesos en este espacio
bidimensional.

A través de ésta técnica estadistica se relacionaron los atributos de textura (dureza,
cohesividad, elasticidad y masticabilidad) y las propiedades fisicoquimicas (humedad, grasa y
proteinas) con la finalidad de indagar como se modifica la textura del queso cuando varia su
composicion.

El primer componente principal explicd el 70.32% de la varianza total de los quesos
(Tabla 19) y fue descrito por las propiedades de dureza y elasticidad correlacionadas

positivamente entre si, y negativamente con la cohesividad, humedad y contenido de grasa de
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los quesos (Figura 11). El segundo componente principal explico el 18.26% de la varianza
total de los quesos y fue descrito por la propiedad de masticabilidad correlacionada
positivamente con el contenido de proteina. En conjunto, los dos componentes explicaron el

88.59% de la varianza de los quesos.

Tabla 19. ACP de la relacion entre el APT y composicion fisicoquimica de los quesos

Numero de Valores propios Porcentaje de Porcentaje
Componente Varianza Acumulado
1 4.923 70.329 70.329
2 1.27857 18.265 88.594

En la Tabla 20 se muestra el peso de cada uno de los componentes. Se observa que el
primer componente estd dado en su mayoria por la dureza y la elasticidad, y esta
correlacionado negativamente con la cohesividad, la humedad y la grasa. El segundo
componente principal fue descrito por la masticabilidad y el contenido de proteina de los

quesos, los cuales estuvieron correlacionados positivamente.

Tabla 20. Peso de los componentes del ACP de la relacion entre el

APT y la composicion fisicoquimica de los quesos

Componente 1 Componente 2
Dureza 0.443624 0.0312047
Cohesividad -0.405555 0.357018
Elasticidad 0.399917 -0.0659374
Masticabilidad 0.308622 0.439762
% Humedad -0.442939 -0.123884
% Grasa -0.409597 -0.188383
% Proteina -0.139919 0.789298

Los dos componentes principales distinguieron claramente a los dos quesos en
términos de su composicion y sus propiedades de textura instrumental (Figura 11). La posicion
del QF respecto al QC en el espacio bidimensional permite establecer que la cepa filante

incorporada al queso tipo Manchego afecté tanto su composicién fisicoquimica, como sus
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propiedades de textura. Asi, el QF mostro valores de dureza y elasticidad bajos y valores de
cohesividad elevados, los cuales se correlacionaron con altos contenidos de humedad y de
grasa. En contraste el QC presento valores elevados de dureza y elasticidad relacionados con
bajos contenidos de humedad y de grasa. La masticabilidad de los quesos se correlaciond con

su contenido de proteina, siendo éste ultimo mayor en el QC.
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L Masticabilidad
N - Cohesividad ueso
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S . [% Humedad Dureza
E" T o Elasticidad
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5% o  Filante
Q

2.4 -1.4 -0.4 0.6 1.6 2.6

Componente 1 (70.3 %)

Figura 11. ACP de la textura instrumental y composicion fisicoquimica del QC y del QF.

Los resultados expuestos indican que ciertas modificaciones en los contenidos de
humedad y de grasa en el queso tipo Manchego, como consecuencia del uso de la cepa filante,
fueron los principales factores responsables de la variacion en sus propiedades texturales, en
particular de la dureza y la elasticidad. Los contenidos mayores contenidos de humedad y de

grasa contribuyeron a la formacién de un queso suave y menos elastico.
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4.6.2 Relacion entre la Evaluacion Sensorial de textura y las propiedades fisicoquimicas
de los quesos

Se realiz6 un ACP para estudiar la relacion existente entre los atributos de textura sensorial y
la composicion fisicoquimica del QC y del QF. El primer componente explico el 72.21% de la
varianza total y el segundo componente explicé el 20.3% de la varianza total. El total

acumulado para estos dos componentes explico el 92.53 % (Tabla 21).

Tabla 21. ACP de la relacion entre la Evaluacion Sensorial de textura y la composicion

fisicoquimica de los quesos

NuUmero de Valores propios | Porcentaje de Varianza Porcentaje
Componente Acumulado

1 5.05491 72.213 72.213

2 1.42232 20.319 92.532

El primer componente principal fue descrito por la dureza, correlacionada

negativamente con la elasticidad, la masticablidad y los contenidos de grasa y de humedad de
los quesos. El segundo componente principal fue descrito por la cohesividad correlacionada
positivamente con el contenido de proteina (Tabla 22).

Tabla 22. Peso de los componentes del ACP de la relacion entre la Evaluacidén Sensorial de

Textura y composicion fisicoquimica de los quesos

Componente 1 Componente 2
Dureza 0.41428 -0.293438
Cohesividad 0.331992 0.335546
Elasticidad -0.403046 -0.313049
Masticabilidad -0.441445 0.0838147
% Humedad -0.439861 0.0961091
% Grasa -0.408521 0.0461864
% Proteina -0.0215858 0.827592
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De acuerdo a la posicion de los quesos en el espacio bidimensional, se puede inferir
que el QF fue percibido como mas elastico y masticable, pero menos duro y cohesivo que el
QC (Figura 12). Las propiedades texturales del QF mencionadas estuvieron relacionadas con
sus contenidos relativamente elevados de grasa y humedad. Las propiedades texturales del QC
fueron las opuestas a las descritas para el QF.

Al comparar los resultados de los ACP efectuados a los datos de composicion quimica
de los quesos con sus propiedades texturales instrumentales y sensoriales, puede observarse
que la Unica propiedad textural que siguio la misma tendencia en ambos casos fue la dureza,
estando correlacionada negativamente con los contenidos de grasa y de humedad del queso.
En oposicion, las propiedades de elasticidad, cohesividad y masticabilidad fueron percibidas
por el panel de distinta manera a como fueron medidas con el texturometro. Con base en lo
expuesto, la dureza pudiera ser seleccionada como la caracteristica textural que puede ser
evaluada ya sea sensorial o instrumentalmente, y se puede por tanto emplear para la

discriminacién de quesos tipo Manchego con distinta composicion quimica.

= 28 ' "% Proteina SRS
™ C
S 1sF
N E Queso Filante Cohesividad
0 08
'E :% Humedad
8 MasticabHidad == __ Q_CUESOI "
o 02 % Grasa Control
o - a
£ i ureza
8 12 F Elasticidad
24 -14 -04 0.6 1.6 2.6

Componente 1 (72.2 %)

Figura 12. Andlisis de componentes principales de textura sensorial y propiedades

fisicoquimicas de queso control y queso filante.
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Los resultados expuestos indican que la textura del queso no fue percibida por los
sentidos de igual modo que por el analizador de textura instrumental, aun cuando este Gltimo
fue disefiado para imitar la percepcién de textura por los jueces (Marshall y cols., 1990 y Jack
y cols., 1993). El texturometro puede cuantificar simultaneamente una serie de propiedades de
textura, si bien se ha demostrado que solamente la dureza se relaciona bien con los datos
obtenidos del analisis sensorial, mientras que los demé&s atributos de textura son muy

diferentes a los detectados por este instrumento (Marshall, 1990; Jack, y cols., 1992).
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5. CONCLUSIONES

e El uso de la cepa productora de exopolisacaridos de Streptococcus thermophilus SY-
102 utilizada en la elaboracién del queso tipo Manchego, influyd en aumentos
significativos en la retencion de humedad y grasa, y, por lo tanto, en un mayor
rendimiento del mismo, debido a la interaccion de los EPS en la red de proteinas

formada.

e La Microscopia Electronica de Barrido (SEM) mostr6 que los EPS se unen a la matriz
de proteina del queso, a los microorganismos y a los glébulos de grasa, dando lugar a
una estructura mas abierta generada por la retencion de agua y grasa. Por otra parte, las
interacciones entre EPS y el agua fueron lo suficientemente fuertes como para retener

la humedad durante la maduracién del queso.

e El contenido mas alto de humedad y de grasa obtenido en el queso filante se reflej6 en
un cambio en las caracteristicas de textura tanto instrumentales como sensoriales, de

las cuales, la dureza es la mas importante en cuanto a la aceptabilidad del queso.

e En el Analisis del Perfil de Textura (APT), el queso elaborado con la cepa filante
resulté menos duro, menos elastico y mas cohesivo comparado con el queso control; en

masticabilidad no se encontraron diferencias.

e Los cambios en las caracteristicas de textura se relacionaron con los cambios en la
composicién de queso: se produjo una mayor dureza cuando la humedad y la grasa
disminuyeron, mientras que la elasticidad disminuyo cuando la grasa aumentd. Las
interacciones de los EPS con la matriz de proteina del queso tuvieron una influencia en

una mayor cohesividad en el queso filante.

92



CAPITULO V. CONCLUSIONES

En la Evaluacion Sensorial de Textura, el queso elaborado con la cepa filante, resultd
menos duro, menos cohesivo y mas elastico que el queso control, mientras que no se

encontraron diferencias en la masticabilidad.

La composicion de los quesos influyé también en las caracteristicas sensoriales, dando
lugar a una textura mas suave en el queso filante que en el queso control. Otros
atributos de textura que se percibieron de forma diferente por los panelistas y el

texturémetro fueron la cohesividad y la elasticidad.
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CAPITULO VII. ANEXOS

CUESTIONARIO 1. ENCUESTA DE SALUD Y HABITOS ALIMENTICIOS

ADA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa ahierta al tiempo

La informacién que se le solicita es confidencial. Por favor, si estd de acuerdo, rellene el
presente cuestionario.

Apellidos: Nombre:

Sexo: []H M

Teléfono: Casa Celular: Oficina:

E-mail:

Estudios: [] Secundaria [_] Preparatoria [ Licenciatura [] Posgrado
Edad: ] Menos de 35 [_] Entre 35 y 50 afios 1 Més de 50 afios

Estado Civil: [] Soltero [] Casado

Hijos: 1o 11 ]2 13 L1 46 mas

1.- Sefiale si ha tenido o tiene problemas (alergia, intolerancia o aversion) con los siguientes alimentos,
especificando la respuesta si fuera posible:

Leche: Huevos:

Queso: Otros lacteos:
Verduras: Legumbres secas:
Cereales: Harinas:

Frutas: Especias:

Carnes: Embutidos:
Pescados: Mariscos:
Bebidas alcoholicas: Otras bebidas:
Café: Chocolates:

2.- Si Ud. Sigue una dieta especial, sefiale de qué tipo:

Diabética Hiposddica (bajo contenido de sal)
Hipercaldrica (alta en calorias) Hipocaldrica (baja en calorias)
[] Vegetariana [ ] Otras (especificar)

3.- Sefale en la casilla correspondiente su actitud hacia los alimentos que figuran en la lista siguiente. Tome
como referencia la siguiente escala:
a. Nunca lo probaria
b. Nunca lo he probado

. Me desagrada muchisimo

. Me desagrada mucho

. Me desagrada algo

. Ni me agrada ni me desagrada
. Me agrada algo

. Me agrada mucho

. Me agrada muchisimo

~NOoO O~ WN
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LECHE Y DERIVADOS

Leche entera

Leche semidescremada

Leche descremada

Requeson

Yogurt

Cuajada

Mantequilla

Margarina

Quesos de pasta dura

Americano duro

Cotija

Cheddar

Edam

Emmental

Gruyere

Parmesano

Provolone

Queso de pasta semi-dura

Chihuahua

Fontina

Gorgonzola

Gouda

Manchego

Panela

Oaxaca

Queso de pasta blanda

Brie

Camembert

Doblecrema

4. Indique la frecuencia diaria con la que fuma:

[ ] Nunca [ ] Menos de 5 cigarrillos
[] De 20 a 25 cigarrillos

[ ] De 15 a 25 cigarrillos

5. Sefiale su disponibilidad y su preferencia, tanto semanal como diaria, para participar en ensayos de prueba.
[ ] Lunes [ ] Martes

[ ] Horario de la mafiana (de 11 a 14 horas)

Gracias por su colaboracion

[ ] Miércoles

[ ] De 5 a 10 cigarrillos
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[ ] De 10 a 15 cigarrillos
[ ] mas de 25 cigarrillos

[ ] Jueves

[] Horario de la tarde (de 16:00 a 18:00 horas)
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CUESTIONARIO 2. PRUEBA DE SENSIBILIDAD GUSTATIVA

ADA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa ahierta &l tiempa

Prueba las muestras en el orden que se te presentan y marca con una cruz el sabor percibido. No te
tragues la muestra. Entre cada degustacion enjudgate la boca con el agua que tienes en el vaso

marcado. Degusta toda la muestra para no volver a probar. Gracias

NOMBRE DEL JUEZ:

FECHA:

CLAVE

identificado

Sabor no | Acido Amargo | Salado Dulce

901

837

049

516

623

650

287

No escribir en esta zona.

RESULTADOS OBTENIDOS
SABOR No. DE MUESTRAS IDENTIFICACION CORRECTA
PRESENTADAS EN LA SERIE (%)
Acido
Amargo
Salado
Dulce
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CUESTIONARIO 3. DIFERENCIACION ENTRE NIVELES DE INTENSIDAD DE
ESTIMULOS

ADA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa ahisrta &l tiempo

Nombre:

Fecha:

1.- INSTRUCCIONES: Pruebe las muestras de izquierda a derecha y ordénelas segun su
incremento de intensidad de dulzura, considerando que 1 = minima y 4 = maxima dulzura.

Muestras: 875 228 957 508
Orden

2.- INSTRUCCIONES: Pruebe las muestras de izquierda a derecha y ordénelas segln su
incremento de intensidad de salado, considerando que 1 = minimo y 4 = méaximo salado.

Muestras: 508 258 869 043
Orden

3.- INSTRUCCIONES: Pruebe las muestras de izquierda a derecha y ordénelas segun su
incremento de intensidad de acidez, considerando que 1 = minimay 4 = méaxima acidez.

Muestras: 648 571 815 490
Orden

4.- INSTRUCCIONES: Pruebe las muestras de izquierda a derecha y ordénelas segin su
incremento de intensidad de amargor, considerando que 1 = minimo y 4 = maximo amargor.

Muestras: 478 501 074 758
Orden
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CUESTIONARIO 4. PRUEBAS DE DIFERENCIACION DUO-TRIO

A UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abieria al tiempo

Nombre: Fecha:

Serie:

Instrucciones: Primero pruebe la referencia R y luego las demas muestras, de izquierda a derecha del
primer par, encierre en un circulo aquella muestra del par que sea igual a la referencia. Enjuague su

boca y continle con el siguiente par, después de haber probado R. No se trague las muestras. Gracias.

R = Referencia

Par Muestras

1 392 815
2 781 600
3 226 112
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CUESTIONARIO 5. PRUEBAS DE DIFERENCIACION: COMPARACION POR

PARES.

ADA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa shisrta 2l tiempo

Nombre:

Fecha:

Instrucciones:

Para cada serie, pruebe las muestras de izquierda a derecha. Encierre en un circulo el nimero de

muestra que sea mas

. Enjudguese la boca antes de continuar con el siguiente

grupo. Continte con la siguiente serie realizando el mismo procedimiento.

875
508
957
726
815
917
501
074
049
258
623

Instrucciones:

228
210
571
648
490
478
758
516
837
650
287

Para cada serie, pruebe las muestras de izquierda a derecha. Encierre en un circulo el nimero de

muestra que sea mas

. Enjudguese la boca antes de continuar con el siguiente

grupo. Continle con la siguiente serie realizando el mismo procedimiento.

875
508
957
726
815
917
501
074
049
258
623

228
210
571
648
490
478
758
516
837
650
287
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CUESTIONARIO 6. PRUEBA DE ORDENACION

AT UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casza ahierta al tiempo

Nombre:

Fecha:

INSTRUCCIONES:

Pruebe las siguientes series de muestras de izquierda a derecha y ordénelas segun su incremento de
intensidad del atributo correspondiente, considerando que 1 = minimo y 5 = maximo:

1.- DUREZA

Muestras: 646 235 470 338 876
Orden

2.- COHESIVIDAD

Muestras: 123 960 854 512 251
Orden

3.- ELASTICIDAD

Muestras: 498 319 781 630 956
Orden

4.- MASTICABILIDAD

Muestras: 649 412 951 854 365
Orden
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CUESTIONARIO 7. PRUEBA DESCRIPTIVA CUANTITATIVA

ADA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta &l tiempo

Nombre:
Fecha:

INSTRUCCIONES: Favor de marcar con una linea vertical sobre la linea horizontal, el
punto que mejor describa el atributo de la muestra.

MUESTRA 1. Poco Mucho

1- COHESIVIDAD | |

2.- MASTICABILIDAD I I

3.- DUREZA | |

4-ELASTICIDAD | |

MUESTRA 2. Poco Mucho

1-COHESIVIDAD | |

2.- MASTICABILIDAD | |

4.- DUREZA | |

5.- ELASTICIDAD | I
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CUESTIONARIO 8. PRUEBA DESCRIPTIVA CUANTITATIVA

ATA UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempa

Nombre:
Fecha:

INSTRUCCIONES: Favor de marcar con una linea vertical sobre la linea horizontal, el
punto que mejor describa el atributo de la muestra.

MUESTRA 1. Poco Mucho

1-COHESIVIDAD | |

2.- MASTICABILIDAD | |

3.- DUREZA | |

4.- ELASTICIDAD | |

MUESTRA 2. Poco Mucho

1-COHESIVIDAD | |

2.- MASTICABILIDAD | |

4.- DUREZA | I

5.- ELASTICIDAD | I
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ABSTRACT

An exopolysaccharide (EPS)-producing strain of Streptococcus thermophilus was
evaluated in the production of Mexican manchego-type cheese. This ropy strain
improved water and fat retention, significantly increased cheese yield.
Furthermore, the ropy strain cheese retained more moisture than control cheese
during ripening, suggesting that EPS strongly bound water within the protein
matrix of the cheese. Scanning electron microscopy (SEM) confirmed that EPS
bound to the protein matrix of the cheese, producing a dense network that helped
to increase water and fat retention and leading to a more open structure of the
cheese that gave a softer product, as confirmed by instrumental texture profile
analysis (TPA) and sensory evaluation. Comparison of SEM micrographs of the
different sections of the cheese showed higher concentration of EPS in the centre
than in the outer sections, indicating that EPS production continued during
ripening and that the environment at the centre of the cheese (moisture and/or
oxygen concentration) favoured EPS production. Instrumental TPA also
demonstrated that the ropy strain cheese was more cohesive and less elastic than
control; in contrast, EPS did not affect chewiness. The changes in texture could be
correlated to composition: hardness increased as water and fat decreased, while
springiness decreased with increasing fat. The interactions of EPS with the cheese
protein matrix had an affect on the increase in cohesiveness of the ropy strain

cheese.

Keywords: Streptococcus thermophilus, exopolysaccharide-producing lactic acid

bacteria, Mexican manchego-type cheese, texture profile analysis, ropy culture.
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54  Exopolysaccharide (EPS)-producing lactic acid bacteria (LAB) have been used in
11 55  the production of some dairy products. Most studies that have used this kind of
13 56  bacteria have been performed in yoghurt, where it has been shown to increase
15 57  viscosity or decrease product syneresis (1). These characteristics could be useful
17 58 in generating other dairy products such as cheese. Among the studies involving
19 59 cheese, it has been reported that the use of a capsule-forming strain produced
21 60  microstructural changes in the curd of mozzarella cheese, eliciting a more open
23 61  casein network with larger pore sizes and softer texture than control cheese (2).
25 62  Other investigations have reported that the use of a capsule-forming strain of
27 63 Streptococcus thermophilus in mozzarella cheese production increases its
29 64  moisture content, hence improving its melting properties (3, 4, 5). Besides
31 65  mozzarella, other types of cheese using EPS-producing cultures include feta (6),
33 66 in which non-fat cheese made with a non-capsule-forming culture have a more
35 67  compact structure compared to that made with a capsule-forming culture, karish,

37 68 an Egyptian acid-coagulated cheese (7), half-fat cheddar (8) and panela, a fresh

39 69  Mexican cheese (9). In all cases, textural modifications were observed. However,
41 70  to the best of our knowledge, very little work has been undertaken with full fat
71  cheese, where the fat content determines characteristics such as flavour and

72 texture. The influence of EPS on fat retention, yield improvement and textural

73 properties has not been widely assessed.
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Most types of Mexican cheese are fresh, similar to most fresh white Latin
American cheeses. However, about 20% of the Mexican cheese market is
composed of ripened cheese, the main representatives being the manchego-type
and Chihuahua. These are very similar: slightly ripened with a semi-hard texture
and usually made with a combination of mesophilic and thermophilic cultures.
The yield achieved for slightly ripened cheese is lower than that of fresh types of
cheese, which makes them less competitive in the Mexican market. Thus,
anything that could help increase yield without diminishing its taste and quality
would increase the competitiveness of these products. The aim of the current
study was to evaluate the use of Streptococcus thermophilus SY-102, an EPS-
producing strain, on the yield and fat retention and some physical attributes of

Mexican manchego-type cheese.

MATERIALS AND METHODS

Milk

Fluid pasteurised and homogenised whole cow milk containing 30 g-L" fat, 31
g'L'l protein and a density of 1.032 g'mL'l(Santa Clara, Productos Licteos S.A.

de C.V., Mexico City) was used to produce cheese.

Starter cultures

Comment [T1]: This has not been
mentioned in the Introduction. Would it
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, be good to include a sentence in the
Introduction describing this?

Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris (Rhone-
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1

é 99  Poulenc de Mexico, Mexico City) plus the ropy strain Streptococcus thermophilus
g 100 SY-102 (Rhodia-Texel Ltd., London, UK). The milk for cheese production was
? 101  inoculated with 2% of the mesophilic cultures plus 0.5% of the S. thermophilus
8

9 102 culture. The control cheese was produced with 2% of the mesophilic cultures, but
10

11 103 the EPS-producing S. thermophilus strain was replaced with the non-ropy strain
12

13 104 Streptococcus thermophilus TAO050 (Rhone-Poulenc of Mexico, Mexico City).
14

15 105  Starter cultures were prepared by incubating at either 37°C (mesophilic) or 42°C
16

17 106 (8. thermophilus) for 18h in skimmed milk with 10% total solids (Svelty, Nestlé,
18

19 107  Mexico City), sterilised at 121°C for 5 min.

20

21 108

22

23 109  Cheese making

24

25 110

26

27 111 The cheese was prepared in triplicate batches in bench cheese vats with 3.5 L of
28

29 112 milk and 0.2 mL-L" of 0.3% calcium chloride solution (w/w). The milk was
30

31 113 incubated at 37°C using 2% of the corresponding starter mixture culture with
32

33 114  constant measurements (every 30 min) of viscosity, acidity and pH until pH
34

gg 115  reached a value of 6.0. The milk was then clotted using microbial rennet (3.5 mL,
g; 116  strength 1:10000; Cuamex, Mexico City) and incubated for approximately 30 min.
zg 117  After coagulation, the curd was cut into cubes of approximately 1 cm per side; the
j; 118  temperature was slowly increased (1°C min™) up to 45°C +2°C while the curd
ji 119  was gently stirred. Once the temperature was reached, most of the whey
45

46 120  (approximately 80% of volume) was drained and the curd was kept in the vat
47

48 121  flooded as small blocks in the remaining whey, turning the pieces periodically
49

50 122 until the lactic acid in the whey reached 0.20 to 0.22%. The cheese was moulded
51

52 123 into lkg round moulds and pressed for 24h at a constant pressure of lkg'cm'z.
53

54

55

56 5

57

58

59

60
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After pressing, the cheeses were submerged in 10% NaCl brine and allowed to
salt for 24h at 10°C. The cheese was ripened in a chamber (10 to 12°C, 80 to 90%
relative humidity) for two weeks, turning the cheeses every third day and cleaning

the surface with a 0.2% solution of potassium sorbate.

Physico-chemical analyses

Milk apparent viscosity was analysed by means of a Brookfield LV-DV III
viscometer (Brookfield Engineering Laboratories Inc., Stoughton, MA, USA).
Readings were taken with LV4 or ULA spindles at speeds of 40 and 60 rpm,
respectively, every 30 min up to 180 min. Milk and whey acidity were determined
by titration with 0.lmol‘L" NaOH (Sigma Chemicals, Mexico City), using
phenolphthalein as indicator. The pH was determined with a pH-meter
Conductronic pH 20 (Conductronic, Mexico City). The moisture content of cheese
was analysed using 1g of sample dried at 100°C to constant weight; total solids
were calculated by difference of total weight and moisture. Fat content was
determined using the Gerber method. Thereafter, fat in dry weight bases and total
solids were calculated (9). Total protein in the cheese was determined by
extraction with an 8 mol-L™" urea solution at pH 8.0 as reported by Yong & Young
(10). Cheese yield, reported as percentage, was calculated by the ratio between
the final weight of cheese at different stages of production and the weight of the

milk used for its production.

Scanning electron microscopy
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1
é 149  The samples were taken with a cheese probe after 15 days of ripening from three
g 150  different sections of the cheese (centre, middle and rind). They were cut into
? 151  pieces of approximately 3x3x1 mm, fixed overnight at 4°C in a 10mL-L’
8
9 152  glutaraldehyde solution (Electron Microscopy Science, Washington, DC, USA)
10
11 153 with 5mg-L" of ruthenium red to stain the EPS, followed by post fixation in
12

154 ZOg'L'l osmium tetroxide (Electron Microscopy Science). Dehydration was
13
14
15 155  carried out at room temperature by an ethanol (J.T. Baker) dehydration series (10
16
17 156  min each in 25%, 50%, 75% and 99% ethanol solution, and finally three 10 min
18
19 157  changes in 100% ethanol). Final dehydration was performed in a Samadri 780-B
20
21 158  critical point dryer (Tousimis Research Corporation, Santa Clara, CA, 95054
22
23 159 USA) using CO, as a transition medium. The specimens were mounted on
24
25 160  aluminium SEM stubs with carbon paint and coated with a layer of gold with a
26
27 161 Sputter Coater SCD 050 (Bal-Tec, Balzers, Lietchtenstein). Specimens were
28
29 162 viewed on a Zeiss DSM 940 Digital Scanning Microscope (Oberkochen,
30
31 163 Germany) at either 10 or 20k V.
32
33 164
34
gg 165 In spite of certain shrinking that could originate from sample treatment for SEM,
g; 166  the technique used to dehydrate the samples consisted of gradually replacing
zg 167  water with ethanol followed by the replacement of ethanol with CO,. After that,
j; 168  CO; was quickly sublimated to leave a dry sample. This technique allows the
43 169  preservation of the original structure of the sample as much as possible. Thus, we
44
jg 170  can assume that even though the microstructure of the cheese might have changed
j; 171  during the process, the structure observed in the micrographs is close to the
49
50 172 original.
51
52 173
53
54
55
56 7
57
58
59
60
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Instrumental texture profile analysis (TPA)

Texture profile analysis was carried out in a TA.XT2i Texture analyser (Stable
Micro Systems, Texture Technologies Corp., White Plains, N.Y.). Cylindrical
samples were obtained from the centre of 15-day ripened cheese pieces using a
0.5-inch borer. Their height was adjusted to 1.1 cm with a blade. Samples were
placed into Petri dishes and kept at 20°C for 1h; afterwards, they were compressed
60% in two cycles using the P50 probe and a crosshead speed of 120mm-min™;
five samples of every cheese were analysed. The values of the textural
characteristics, hardness, springiness, cohesiveness and chewiness, were
calculated from the resulting curves by means of the equipment software (Texture

Expert 1.20, Stable Micro Systems Ltd. 1998) (11).

Sensory evaluation

A selected and trained panel of 10 members was used for the sensorial texture
evaluation. Selection of the panel was done using duo-trio and triangle tests to
differentiate commercial cheeses based on textural attributes. The selected
members of the panel were trained using duo-trio, triangle tests, and ranking
multi-sample tests through several sessions. Additional sessions were done to
fully define textural attribute descriptors and scales knowledge. Training sessions
were done with five commercial cheeses for every attribute. To evaluate the
textural attributes, the method of scaling was used by means of a 10-cm
unstructured scale with references at the ends and the evaluated attributes were:

hardness, springiness, cohesiveness and chewiness. Cheese produced with either
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ropy or non-ropy starter cultures were evaluated by the quantitative description
analysis technique. Samples were prepared by cutting cubical portions of
approximately lcm per side, kept at room temperature for 1h before tasting, and

coded using random three-digit numbers.

Statistical analyses

All results were analysed by analysis of variance (ANOVA) using the Statistical
Analysis Software (Statistica 5.0, Stat Soft, Tulsa, OK, USA), with P<0.05 used

as the threshold for statistical significance.

RESULTS

Milk fermentation

Results obtained for pH, acidity and apparent viscosity during milk fermentation
with either control or the ropy strain are shown in Fig. 1. There were no
significant differences in pH (P=0.0928) and acidity (P=0.5835) in milk
fermented with either culture during the whole fermentation process. Fig. 1
illustrates that the apparent viscosity of milk fermented with either the control or
the ropy strain remained constant and equal for both cultures during the first hour
(P = 1.000 for time and P = 0.98 between cultures), and increased slightly (P =
0.0007 for time), but still with no difference between the control and the ropy
culture (P = 0.98), up to 90 min of fermentation. When the pH reached a value

below 6.2 (after 120 min of fermentation), the apparent viscosity of the ropy strain

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp Email: shafiur@squ.edu.om
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culture increased significantly (P< 0.02) with respect to the control, despite the

fact that pH diminished equally for both cultures.

Yield and chemical composition of the cheese

The yield of manchego-type cheese was significantly higher (P=0.0003) for the
ropy strain cheese than for the control. Table 1 shows the cheese yield before and
after salting and in the final product. The increase in yield was statistically
significant (P<0.001) at the three stages of production, demonstrating the effect of
EPS. Composition analysis of the cheese is shown in Table 2, where it can be
observed that water and fat contents are higher in the ropy strain cheese with a
slight decrease in total protein content. Fig. 2 shows the loss of weight of cheese

during ripening, demonstrating a greater loss of water in the control cheese.

Microstructure

Figs. 3 and 4 show the microstructure by scanning electron microscopy (SEM) of
all the sections of both control and ropy strain cheese. Microscopic studies of the
control cheese demonstrated no EPS production (Fig.3) and a three-dimensional
protein matrix formed by casein micelles to which microorganisms adhered. SEM
showed that in the ropy strain cheese (Fig. 4), the protein network had more and
larger open cavities than the control (Fig. 3). The polymer in the ropy strain
cheese could be seen as part of the network binding to the protein matrix and to
the fat globules; moreover, the number of visible fat globules was higher than in

the control cheese.

10
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1
2 248
g 249  As manchego-type cheese is a pressed cheese, a different microstructure was
? 250  expected across the different sections of the cheese. Due to this, for the SEM,
8
9 251  three different sections of the cheese were observed: the centre, the middle and the
10
11 252 rind. The cheese microstructure was different in the different sections studied: the
12
13 253  cavities in the protein matrix were wider in the centre than in the outer sections of
14
15 254  the cheese, which is in agreement with the fact that the centre retained more water
16
17 255  than the rind. Furthermore, comparison of the three sections showed that there
18
19 256  was a higher concentration of EPS in the centre than in the rind (Fig.4 a, b and c).
20
21 257
22
23 258  Instrumental texture profile analysis (TPA)
24
25 259
26
27 260  Fig.5 shows representative TPA curves obtained for both kinds of cheeses. From
28
29 261  these force-time graphs, the following parameters were evaluated: hardness,
30
31 262  cohesiveness, springiness and chewiness, which were calculated according to
32
33 263  Bourne (11). Table 3 shows the mean values of these TPA parameters and their
34
gg 264  standard deviation. Hardness and springiness were significantly lower (P< 0.0001,
g; 265 P = 0.0299 respectively) in the ropy strain cheese, while cohesiveness was
ig 266  significantly higher (P= 0.0321) and chewiness was not significantly different (P=
j; 267  0.1184) between the two kinds of cheese.
43

268
44
j:g 269  Sensory evaluation
47
48 270
4
53 271  The same textural attributes that were evaluated by TPA were also assessed by
51
52 272  their sensorial appraisal by a trained panel. Results are shown in Fig. 6 and in this
53
54
55
56 11
57
58
59
60
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case hardness and cohesiveness were significantly lower (P<0.03) in the ropy
strain cheese than in the control, while springiness was significantly higher (P=
0.0299). Chewiness, on the other hand, was not perceived as significantly

different by the panellists (P= 0.3629).

DISCUSSION

Milk fermentation

The decrease in pH together with the increase in acidity observed for both cultures
(Fig. 1) indicate that the starter cultures developed as expected. When analysing
the apparent viscosity obtained with both cultures (Fig. 1) it was observed that it
remained almost the same until a pH of 6.2 was reached. After that point, the
apparent viscosity of the ropy strain culture increased significantly despite the fact
that pH diminished very similarly for both cultures. The measurement of apparent
viscosity (Fig. 1) was used as an indirect indicator of EPS production. The
changes in casein conformation due to acidification modify the apparent viscosity
of acidified milk. Nevertheless, it is generally agreed that even though there is no
straight relationship between an increase in viscosity and the concentration of
EPS, when EPS is produced the viscosity of the medium increases (1, 12, 13, 14).
Therefore, the higher increase in apparent viscosity of milk fermented with the

ropy culture indicates that EPS was produced.

Yield and chemical composition of the cheese

12
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1

é 298  The yield of manchego-type cheese at the three stages of production was higher
g 299  when the ropy strain was used (P<0.001), with an increase of 10.9% of the final
? 300  product (P=0.0003) (Table 1). Before salting, an increase of 10.8% was observed
8

9 301  (P=0.0002), reflecting the retention, despite the pressing procedure, of water and
10

11 302 fat because of their interactions with the EPS. Since salting was done by
12

13 303  submerging in brine, some water could be absorbed by the cheese to increase its
14

15 304  weight, as seen in the control cheese, which showed a significant increase
16

17 305  (P=0.0468) of 4.54%. The ropy strain cheese did not show a significant increase
18

19 306 in weight (P=0.8765), most likely because after pressing, EPS was already
20

21 307 holding as much water as it could and could not absorb any more. During
22

23 308 ripening, loss in weight occurs due to the evaporation of water. As shown in Fig.
24

25 309 2, the ropy strain cheese lost significantly less water than the control cheese
26

27 310  (16.65% for the ropy and 19.16% for the control, P=0.0003) as a consequence of
28

29 311  the ability of EPS to retain moisture efficiently. An increment in yield between
30

31 312 13.7 and 16.8% in Mexican panela cheese has been reported when an EPS-
32

33 313  producing culture is used (9). However, panela is a fresh cheese with high
34

gg 314  moisture content, while manchego-type is a pressed and ripened cheese.
g; 315  Therefore, a lower increase in the yield was expected, but the increase in the yield
zg 316  was statistically significant (P=0.0003), demonstrating the effect of EPS on
j; 317  cheese yield. Observing the composition of the two types of cheese (Table 2),
ji 318  yield improvement could be related to higher moisture and fat retention in the
jg 319  ropy culture cheese than in the control. Similar conclusions were reported by
j; 320 Rynne et al. (8) in half-fat cheddar cheese made with a ropy culture; they obtained
4

58 321  higher moisture and milk fat content, and an increase in the actual cheese yield.

51

52 322

53

54

55

56 13

57

58

59
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Total protein content (Table 2) decreased slightly in the ropy strain cheese. As
reported elsewhere, the ropy behaviour of EPS-producing strains might be due to
a complex relationship between the exopolysaccharides and milk proteins beyond
the sole production of the EPS, which has been explained partially by texture
profile analysis by Dominguez-Soberanes et al. (15), who determined that the
higher the protein content, the more EPS-protein interactions occur in milk,
leading to enhanced texture properties of the product. However, despite protein
concentration, EPS-protein interactions contributed to the textural characteristics
of the product, which was observed as an increase in viscosity during milk
fermentation due to the matrix formed by caseins and EPS, as suggested by Hess
et al. (16) and Dominguez-Soberanes et al. (15). This matrix could retain more fat

and water as demonstrated in the chemical analysis of the cheese (Table 2).

Microstructure

A higher water or fat content would change the cheese microstructure. To
evaluate the effect of EPS on cheese microstructure, SEM was used. Microscopic
studies of control cheese (Fig. 3) demonstrated no EPS production and a three-
dimensional protein matrix formed by casein micelles to which microorganisms

adhered. This is in accordance with other reports (15, 16).

SEM of the ropy strain cheese (Fig. 4) showed that the protein network had more
and larger open cavities than the control. These cavities contained higher amounts
of water, possible due to the interactions of EPS with milk components and the

protein matrix of the cheese, as observed in the SEM micrographs (Fig. 4) that

14
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1

é 348  show the interaction between EPS and the protein matrix leading to larger hollow
g 349  spaces than in the control cheese. Data reported in Table 2 confirm the higher
? 350 retention of water and fat within the cheese, hence increasing the yield. These
8

9 351  results agree with those reported by Hassan et al. (6) who observed by confocal
10

11 352  scanning laser microscopy a more open structure in feta cheese made with a
12

13 353  capsule-forming culture of S. thermophilus. Guzel-Seydim et al. (13) reported that
14

15 354  EPS strongly bound to water within the cheese matrix, retaining it for a longer
16

17 355 time than the control cheese. This was observed during the ripening of the cheese,
18

19 356  in which the ropy strain cheese retained more water than the control (Fig. 2).

20

21 357

22

23 358  The cheese microstructure was different along the different sections studied: the
24

25 359  cavities in the protein matrix were wider in the centre than in the outer sections of
26

27 360 the cheese, since the centre retained more water than the rind. Comparison of
28

29 361  the three sections of the ropy strain cheese (Fig. 4a,b,c) demonstrated that there
30

31 362  was a higher concentration of EPS in the centre than in the rind. It seems that the
32

33 363  production of EPS continued during ripening and occurred more frequently in the
34

gg 364  centre where higher moisture content and an anaerobic environment was found
g; 365  compared to the outer sections like the rind, where moisture is lower and oxygen
ig 366  concentration higher. Thus, the environment influences the growth of bacteria
j; 367  and/or EPS production.

P 368

j:g 369  Instrumental texture profile analysis (TPA)

47

48 370

4

53 371  The higher content of water and fat in the ropy strain cheese (Table 2) contributes
51

52 372  to a more open structure (Figs. 3 and 4), leading to a softer cheese that is also
53

54

55

56 15

57

58

59
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more cohesive but less elastic (Table 3). This could be explained by the fact that
higher fat and water contents tend to weaken the protein structure, resulting in a
softer cheese, as has been reported by several authors (17, 18, 19). Additionally,
according to Chen et al. (20) and Emmons et al. (21), higher fat content results in
smoother and softer cheese. Furthermore, data reported by Bryant et al. (22)
regarding cheddar cheese with different fat contents established that the
microstructure of lower-fat cheese had a more compact protein matrix with less
open spaces that would have otherwise been occupied by fat globules. This is
associated with a harder texture, even when the moisture content is high. These
authors also showed that the open-intricate microstructure of the cheese analysed
by SEM was lost, accompanied by a decrease in fat content. The same effect can
be observed in Figs. 3 and 4, where the ropy strain cheese shows a more open
structure, with milk fat globules observed within the protein matrix. All these
findings are in accordance with data reported by Lobato-Calleros et al. (23) who
observed that in Mexican manchego-type cheese, the reduction of fat resulted in a
harder cheese due to the compact and denser larger areas of protein matrix

uninterrupted by fat globules.

Moreover, it is well established that cheese with higher moisture are less firm than
their lower-moisture counterparts due to the fact that the hydrophobic interactions,
important for stabilising casein matrix structure, are weakened by adsorption of
water by proteins (24, 17). This could contribute to the softer texture found in the
ropy strain cheese. Since EPS increased water and fat contents, these factors could
have primarily contributed to a softer cheese when the ropy culture was used.

However, beyond the augmented content of water and fat in the ropy strain

16
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1

é 398  cheese, EPS and its interaction with proteins and other cheese constituents should
g 399 influence the texture profile. Cohesiveness is expected to diminish as water and
? 400  fat contents increase (22), but on the other hand, interactions between EPS and
8

9 401  milk components, mainly proteins, could increase cohesiveness in the ropy strain
10

11 402  cheese, as has been established by Dominguez-Soberanes et al. (15), who
12

13 403  suggested that an interaction between EPS and caseins increased cohesiveness in
14

15 404  fermented milk. In a solid product, cohesiveness represents how well its structure
16

17 405  withstands a deformation and/or tearing apart; the higher cohesiveness of the ropy
18

19 406  strain cheese found in this study suggests a strong interaction between EPS and
20

21 407  caseins of the cheese matrix, in spite of the higher fat and water contents.

22

23 408

24

25 409  The results in springiness showed a less elastic ropy strain cheese than control.
26

27 410  Bryant et al. (22) reported that springiness in cheddar cheese increased with
28

29 411  decreasing fat content, consistent with Emmons et al. (21) who established that
30

31 412  reduced fat cheese tends to be more elastic. Based only on fat content, our results
32

33 413  would be in agreement with those reported by Emmons et al. (21) and Bryant et
34

gg 414  al. (22). However, the effect of moisture content on springiness is not clear, and
g; 415  both increases and decreases in springiness with moisture content have been
ig 416 reported (24).

j; 417

ji 418 It is clear that the relationship between cheese composition and its texture profile
j:g 419 s very complex, and that other factors, such as process conditions and microbiota,
j; 420  might also influence the texture of the product. This makes it hard to establish a
4

53 421  straight relationship between the components and the texture profile alone, as has
51

52

53

54

55

56 17
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been reported by van Hekken et al. (25) and Tunick et al. (26) for Chihuahua

cheese, which is similar to the Mexican manchego-type cheese.

Sensory evaluation

Despite the fact that instrumental TPA is designed to simulate consumer
perception of the physical properties of foods, human perception of the textural
properties of food depends on many complex factors that the instrument does not
consider on the whole while making the measurements. Because of this, it is
always important to measure both instrumental and sensory perception of the

texture of a product.

When comparing the results obtained in the TPA with those obtained by sensory
evaluation (Fig. 6), a direct correlation was found for hardness and chewiness. In
both cases, hardness was higher for the control than for the ropy strain cheese,
which (as discussed above) could be due to the higher water and fat contents of
the ropy strain cheese. There was no significant difference in the chewiness of
both types of cheese. The other parameters, cohesiveness and springiness, were

perceived differently by the panellists compared to the instrument.

It is clear that the same textural attributes are not necessarily perceived equally by
the human senses and an instrument, even when equipments such as the texture
analyser have been designed to mimic consumer texture perception. This has been
pointed out by Marshall (27) and Jack et al. (28). The texturometer can

simultaneously quantify a number of textural properties, although only hardness

18
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1
é 447  has been shown to relate well to data obtained from sensory analysis. Fracture
g 448  patterns obtained by human actions differ markedly from those produced by
? 449  instruments (27,17).
8

450
9
10 . . . ;
11 451  In summary, the use of the exopolysaccharide-producing strain of S. thermophilus
12
13 452  SY-102 in Mexican manchego-type cheese increased moisture and fat retention
14
15 453  within the cheese matrix. This was reflected in the greater yield of cheese
16
17 454  obtained. Scanning electron microscopy showed that EPS bound to the protein
18
19 455  matrix of the cheese, microorganisms and milk fat globules, leading to a more
20
21 456  open structure of the cheese and producing an EPS-protein network that helped
22
23 457  increase water and fat retention. Furthermore, interactions between EPS and water
24
25 458  were strong enough to retain moisture during cheese ripening.
26
27 459
28
29 460  The higher water and fat contents of the ropy strain cheese was reflected in a
30
31 461  change in the textural characteristics, hardness being the most significant and also
32
33 462  perceived by the sensory evaluation panellists. The changes in textural
34
gg 463  characteristics were related to the changes in cheese composition: hardness
g; 464  increased as water and fat decreased, while springiness decreased with increasing
ig 465  fat. The interactions of EPS with the protein matrix of the cheese affected
j; 466  cohesiveness, increasing it in the ropy strain cheese. The composition of the
43 467  cheese also influenced its sensory characteristics, giving a softer texture in the
a4 y giving
j:g 468  ropy than the control cheese. Other textural parameters, such as cohesiveness and
j; 469 elasticity, were perceived differently by the panellists and the texturometer.
49
50 470
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Figure captions
Figure 1. Apparent viscosity (1), pH and acidity changes during milk
fermentation. OpH control, MpH ropy, A n control, A 1 ropy, Oacidity control,

@acidity ropy.

Figure 2. Weight variation in cheese during ripening. O control, B ropy

Figure 3. Microstructure (x 5000) of three different sections of control Mexican

manchego-type cheese: (a) rind, (b) medium and (c) centre. The scale bar

indicates 5 um.

Figure 4. Microstructure (x 5000) of three different sections of ropy Mexican

manchego-type cheese: (a) rind, (b) medium and (c) centre. The scale bar

indicates 5 um.

Figure 5. TPA curves obtained for the two kinds of cheese. ---Control, —topy

Figure 6. Comparison of the sensory attributes of ropy and control Mexican

manchego-type cheese. [ control, B ropy.
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Figure 2. Weight variation in cheese during ripening. I control, B ropy
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Figure 3. Microstructure (x 5000) of three different sections of control Mexican
manchego-type cheese: (a) rind, (b) medium and (c) centre. The scale bar

indicates 5 um.
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Figure 4. Microstructure (x 5000) of three different sections of ropy Mexican
manchego-type cheese: (a) rind, (b) medium and (c) centre. The scale bar

indicates 5 pum.
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Figure 5. TPA curves obtained for the two kinds of cheese. ---Control, —ropy
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Figure 6. Comparison of the sensory attributes of ropy and control Mexican

manchego-type cheese. [ control, B ropy.
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Table 1. Cheese yield.
Before salting After salting | After ripening
Control cheese 11.16 £0.19* 11.67 £ 0.07¢ 9.43 + 0.04*
Ropy-strain cheese 12.37 +0.28" 12.53 +0.28" 10.45 £ 0.06°
% enhancement of yield 10.8 7.4 10.9

abede Different superscript letters indicate significantly different values

(P<0.001).
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611

612
613

614

Table 2. Chemical composition of the cheese (g'lOOg'l).

International Journal of Food Properties

Total
Total Fat
TS Moisture Fat protein
protein (dwb)
(dwb)
Control
59.7 0.5 | 40.3+0.5" | 30+ 0.0 | 21.0+1.2* ] 50.3+1.0° 35.3+0.6"
cheese
Ropy strain
553402 | 44.7+0.2° [34+0.0°| 19.0+1.0°] 61.5+1.0° | 34.3+0.1°

cheese

TS = total solids, NFS = non-fat solids, dwb = dry weight basis

> Different superscript letters in the same column indicate significantly different

values (P< 0.005).

URL: http:/mc.manuscriptcentral.com/ljfp Email: shafiur@squ.edu.om

32

Page 32 of 33




Page 33 of 33 International Journal of Food Properties

615  Table 3. Textural characteristics of ropy and control cheese.

Hardness | Cohesiveness | Springiness Chewiness

MN) (mm) (Nmm)

©CoO~NOUTA,WNPE

Control
10 8.67 £0.26* | 0.15+0.02% 6.90 + 0.42° 8.96 +1.21%
11 cheese

13 Ropy

15 strain 6.73+0.47"° | 0.18£0.01° | 6.24 +0.38" 7.66 +1.14*

17 cheese

19 616  *" Different superscript letters in the same column indicate significantly different
21 617  values (P<0.05).
23 618

25 619
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