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CAPITULO 1

1.1 Resumen
El queso es uno de los alimentos mas consumidos en México De acuerdo a la

FAO/OMS: “es el productos fresco o madurado obtenido por la coagulacion y separacién de
suero de la leche, nata, leche parcialmente desnatada, mazada o por una mezcla de estos
productos. Los primeros quesos realizados eran de ovejas y cabras ya que en aquel entonces
era mas comun tener una cabra 0 una oveja que una vaca. Existe una leyenda muy conocida
gue dice que el queso fue descubierto por un mercader que coloco la leche en un estomago de
un cordero, ya que en aquel entonces se utilizaban las tripas los estbmagos o vasijas echas de
cuero para trasladar diferentes alimentos entre ellos la leche, se dice que después de haber
atravesado el desierto cuando lleg6 a su destino se dio cuenta que la leche ya estaba solida lo
probo y le pareci6 muy agradable. Las bacterias acido-lacticas (BAL o LAB por sus siglas en
inglés) han sido utilizadas durante siglos en fermentaciones industriales y han despertado gran
atencion al ser empleadas en la industria alimentaria, especialmente para la obtencion de 4cido
lactico, componentes saborizantes, espesantes y bacteriocinas, asi como al considerable valor
nutritivo que pueden aportar a los productos alimenticios y el bajo coste energético de su
produccion. Leuconostoc mesenteroides esta considerada una BAL. Se realizaron 4 quesos con
diferentes concentraciones de 0, 40 60 y 120 ml de inoculo y se determino la produccién de
lactato, los grados de alcohol y se observaron los cambios fisico quimico durante 22 dias. Se
checaron cada queso a los 0, 7, 15 y 22 dias. Se obtuvo un resultado positivo ya que todos los
tratamientos tuvieron un incremento constante. La adicion de un inoculo de iniciador de L.
mesenteroides, para la maduracion de quesos, influyo de manera significativa en dos aspectos
principales el nivel de acidez y la textura. Tocante a la textura del producto se observan
cambios significativos entre las muestras no tratadas y las inoculadas; no encontrandose

cambios significativos entre los tratamientos de las segundas, en lo referente a este aspecto.

Palabras clave: Leuconostoc mesenteroides, lactato, queso, bacterias acido lacticas,

propiedades organolépticas.
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1.2 INTRODUCCION

Los quesos se han convertido en un alimento cotidiano, la mayoria de la
poblacion los conoce o los ha consumido en su vida. De acuerdo a la FAO/OMS: “es el
productos fresco o madurado obtenido por la coagulacion y separacion de suero de la
leche, nata, leche parcialmente desnatada, mazada o por una mezcla de estos
productos. Por otro lado segun el diccionario de la Real academia espaniola,” el queso
es el producto obtenido por la maduracién de la cuajada de la leche, con caracteristicas
propias para cada uno de los tipos segun su origen o método de fabricacién”. Por esta
razon no existe solo un producto llamado queso, si no que existen muchos productos
llamados quesos pero se clasifican de acuerdo a su forma, aspecto, color sabor y

origen (Veisseyre, Roger, 1998)

El queso es un alimento principalmente hecho a base de leche. Los quesos se
pueden encontrar frescos o maduros, sélidos o semisolidos, estos se obtienen de la
separacion de suero después de la coagulacion de la leche después de la accion del
cuajo u otros coagulantes apropiados. “El queso es leche que se ha vuelto adulta” esto
es porgue para realizar un queso se necesitan de varios procesos para que la leche
pueda convertirse en queso. Los quesos han existido desde hace muchos afos, se
dice que los quesos fueron descubiertos por sociedades en forma mas o menos
simultanea (Andre Simon, 1877-1970).

Los primeros quesos realizados eran de ovejas y cabras ya que en aquel
entonces era mas comun tener una cabra o una oveja que una vaca. Existe una
leyenda muy conocida que dice que el queso fue descubierto por un mercader que
coloco la leche en un estomago de un cordero, ya que en aguel entonces se utilizaban
las tripas los estdmagos o vasijas echas de cuero para trasladar diferentes alimentos
entre ellos la leche, se dice que después de haber atravesado el desierto cuando llegé
a su destino se dié cuenta que la leche ya estaba solida lo probd y le pareci6 muy

agradable (Quesos artesanales, 2010).
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Desde la época del imperio romano hasta alrededor de 1600, fueron pocos los
avances experimentados por la queseria como industria. Sin embargo, el comercio se
volvib mas sisteméatico y las tiendas de venta de quesos comenzaron a surgir, de tal
forma, que los mercados de quesos eran lugares habituales en las grandes ciudades
del siglo XVI. Muchas de las variedades actuales son centenarias por tradicion. Asi se
tiene que el queso Roquefort posee una historia de mas de 1000 afios y el Cheddar es
conocido desde hace ya 500 afios (Quesos artesanales, 2010).

Como antes no se sabia sobre la existencia de microorganismos se utilizaba
leche fresca para la elaboracion de quesos después de un tiempo, cuando Luis Pasteur
descubrié la pasteurizacion fue como la leche se empez6 a pasteurizar. No fue sino
hasta 1870 en que la tecnologia quesera dio un gran salto cuando fue puesto en el
mercado un cuajo comercial preparado por Hansen en Dinamarca. Alrededor de 1900
tuvieron lugar cinco mejoras relevantes en la tecnologia del queso. Ellas fueron el uso
de la acidez titulable como medida del control de la acidez en la elaboracion, la
introduccion de cultivos puros de estreptococos lacticos como iniciadores, el
calentamiento moderado o la pasteurizacion de la leche para destruir los
microorganismos indeseables, la maduracion o fermentacion refrigerada y el comienzo

de la fabricacion del queso fundido en 1904. (Veisseyre, Roger, 1998)
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1.3 JUSTIFICACION

Las bacterias acido-lacticas (BAL o LAB por sus siglas en inglés) han sido
utilizadas durante siglos en fermentaciones industriales y han despertado gran atencion
al ser empleadas en la industria alimentaria, especialmente para la obtencién de acido
lactico, componentes saborizantes, espesantes y bacteriocinas, asi como al
considerable valor nutritivo que pueden aportar a los productos alimenticios y el bajo
coste energético de su produccion (Jay, J., 2000).

En estudios que han realizado diversos autores se observa que adicionalmente
se da un aumento en la vida util del producto, atribuible a la inhibicibn de Pseudomonas
spp. Yy coliformes, lo anterior debido a que L. mesenteroides es organismo osmofilico y
puede tolerar concentraciones de acidez superiores a las de los organismos antes
mencionados inhibiendo asi su instalacion y/o multiplicacion. L. mesenteroides se ha
empleado en la elaboracién de queso tipo cottage, de cabra semi maduros, 0 como
cultivo iniciador para los quesos maduros, de donde los estudios posteriores sefialan
gue se presenta un aumento en la vida de anaquel de los productos, teniendo mayor

olor, y mayor cantidad de ojos, debido a la produccién de CO2.

Por lo tanto el estudio de este microorganismo es importante debido a la
produccion de los metabolitos producidos durante su crecimiento, y los efectos que
estos tienen tanto en su efecto conservador, por ser un microorganismo osmofilico,

como en los cambios en las caracteristicas organolépticas
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1.4 HIPOTESIS

Los quesos fermentados por Leuconostoc mesenteroides dardn cambios fisico

quimicos deseables directamente relacionados a los metabolitos producidos.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo General
¥ Valorar la produccion de ac. Lactico en quesos adicionados con Leuconostoc

mesenteroides y describir sus atributos fisico quimicos.

1.5.1 Objetivos especificos
v Elaborar quesos y adicionarlos con concentraciones variables y conocidas de un
inoculo de L. mesenteroides.
v' Valorar a diferentes intervalos de tiempo las concentraciones de lactato para
cada uno de los tratamientos.
v' Realizar pruebas de atributos organolépticos.
v' Determinar las condiciones de tratamiento para la obtencion del queso con

caracteristicas especificas.
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CAPITULO 2

2.1 REVISION DE LITERATURA

2.2 Leuconostoc mesenteroides

En el grupo microbiano de las bacterias acido lacticas (BAL), esta incluido
Leuconostoc mesenteroides, En la actualidad, el grupo de BAL est4 compuesto por 12
géneros de bacterias Gram positivas: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella (Jay., 2000).

Hacia 1920, Orla Jensen sefiald0 que estas bacterias podian dividirse en dos
grupos en funcion de los productos finales del metabolismo de la glucosa. Los que
producen acido lactico como principal o Unico producto de la fermentacion se
denominan homofermentativos (ruta de Embden- Meyerhof), mientras que los que
producen cantidades equimolares de lactato, dioxido de carbono y etanol son
denominados heterofermentativos (ruta oxidativa de Pentosas Fosfato) (Stainer y
col.,1992).

Las BAL han sido utilizadas durante siglos en fermentaciones industriales y han
despertado gran atencién al ser empleadas en la industria alimentaria, especialmente
para la obtencibn de &cido lactico, componentes saborizantes, espesantes Yy
bacteriocinas, asi como al considerable valor nutritivo que pueden aportar a los
productos alimenticios y el bajo coste energético de su produccion (Sneath y col.,
1986).

En estudios que han realizado diversos autores se observa que adicionalmente
se da un aumento en la vida util del producto, atribuible a la inhibicion de Pseudomonas

spp. y coliformes, lo anterior debido a que L. mesenteroides es organismo osmofilico y

9
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puede tolerar concentraciones de acidez superiores a las de los organismos antes

mencionados inhibiendo asi su instalacion y/o multiplicacion (Sneath y col., 1991)..

L. mesenteroides se ha empleado en la elaboracion de queso tipo cottage, de
cabra semi maduros, o como cultivo iniciador para los quesos maduros, de donde los
estudios posteriores sefialan que se presenta un aumento en la vida de anaquel de los
productos, teniendo mayor olor, y mayor cantidad de ojos, debido a la produccién de
CO,. El género Leuconostoc, esta ampliamente distribuido en plantas, productos
lacteos y otros productos alimenticios. No son patdgenos para las plantas ni para los
animales, incluido el hombre (Sneath y col., 1991).

El microorganismo objeto de nuestro trabajo, Leuconostoc mesenteroides, se
desarrolla en un rango de temperatura de 10-37°C, siendo la oOptima 20-30°C. En
cuanto a la velocidad de crecimiento, L. mesenteroides subsp. mesenteroides presenta
un tiempo de generacidon mas corto que otras subespecies y un buen crecimiento puede
ser obtenido en 24 horas a una temperatura de 30°C. Cuando L. mesenteroides crece
en medio de cultivo liquido es frecuente observar una importante y uniforme turbidez
debido a la formacion de largas cadenas celulares que tienden a sedimentar (Sneath y
col., 1986).

En cuanto a los requerimientos nutritivos es necesario un medio enriquecido
para su crecimiento, que contenga factores de crecimiento y aminoacidos. De hecho, L.
mesenteroides subsp. mesenteroides precisa acido glutdmico y valina, y de forma
adicional, entre el 11-86% de las cepas requieren riboflavina, piridoxal y acido folico
para su crecimiento. El crecimiento también es dependiente de la presencia de
carbohidratos fermentables, como la lactosa, fructosa, sacarosa y la glucosa, que es
fermentada por medio de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. Los productos
finales mas importantes resultantes de la fermentacion son el lactato, etanol, D (-) acido
lactico y CO,. Normalmente los polisacaridos y los alcoholes no son fermentados
(Sneath y col., 1991).

10
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2.3 VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

Ruta de degradacién con funcién de biosintesis: proporciona NADPH vy ribosa-5-
fosfato para reacciones de biosintesis, pero también puede degradar glucosa, o
pentosas de los nucleotidos procedentes de la hidrdlisis de los acidos nucleicos de la
dieta, hasta CO, y agua. La ruta de las pentosas fosfato tiene dos fases:

2.3.1 La fase oxidativa

Genera por cada molécula de glucosa; 2 moléculas de NADPH, 1molécula de
ribulosa-5-fosfato y una molécula de CO,. Consta de tres reacciones.
2.3.1.1 Reaccion 1.

Oxidacion de la glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona (glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa).
2.3.1.2 Reaccion 2.

Hidrdlisis de la lactona a fosfogluconato (lactonasa).

2.3.1.3 Reaccién 3.

Descarboxilacion oxidativa a ribulosa-5-fosfato (6-fosfogluconato

deshidrogenasa).

2.3.2 La fase no oxidativa

Convierte 3 azlcares fosfato de 5 carbonos en 2 azUcares fosfato de 6 carbonos

y 1 azlcar fosfato de 3 carbonos

Las reacciones de la ribulosa 5- fosfato isomerasa y epimerasa tienen lugar con
intervencion de intermediarios enediol. En la reaccion de la isomerasa, una base
situada en el enzima elimina un protén de C1 de Ru5P a fin de formar un 1,2-enediolato
y después adiciona un proton a C2 para formar R5P. En la reaccién de la epimerasa,

una base situada en el enzima elimina un protén en C3 para formar un 2,3-enediolato. A

11
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continuacion se afiade un protén al mismo atomo de carbono pero con inversion de la

configuracion para rendir Xu5P.

La rotura de un enlace carbono-carbono deja a menudo un par de electrones
libres o carbanién en uno de los productos y la fuerte tendencia del carbanién a formar
un nuevo enlace da lugar generalmente a un intermedio inestable. El anillo de tiazolio
de la TPP estabiliza el intermedio carbanién al proporcionar una estructura electrofilica
(deficiente en electrones) en la que los electrones del carbanién pueden deslocalizarse
por resonancia. A las estructuras con estas propiedades se las llama frecuentemente

“sumideros de electrones”

La transcetolasa utiliza como coenzima al pirofosfato de tiamina con objeto de

estabilizar el carbaniéon formado en la ruptura del enlace C2-C3 de la Xu5P.

La reaccion ocurre con los siguientes pasos:

1) Ataque nucleofilico del radical TPP al carbono carbonilito y posterior
protonacion.

2) desprotonacion de C3 y rotura del enlace C2-C3, que da como productos G3P
y el enzima unido a 2- (1,2-dihdroxietil)-TPP, que es un carbaniéon estabilizado por
resonancia.

3) El carbanion C2 ataca al carbono aldehido de la R5P formando un aducto
S7P-TPP.

4) Se elimina TPP con produccion de S7P.

2.4 CARACTERISTICAS DE Leuconostoc mesenteroides

Las BAL son un conjunto de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, en forma
de cocos o bastones y catalasa negativa (aunque en algunos casos pueden
encontrarse una pseudo-catalasa) como se muestra en la tabla 1 y 2, con un

metabolismo estrictamente fermentativo produciendo acido lactico como el mayor
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producto final de la fermentacion de los azucares via Embden-Meyer —glucdlisis- y en

otras ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO, (Sneath y col., 1991).

Las bacterias del género Leuconostoc pertenecen a la familia Streptococcaceae.
Son cocobacilos grampositivos no esporulados como se muestra en la Figura. 1,
microaerofilicos con grandes exigencias nutricionales para su crecimiento en medios de
cultivo e intrinsecamente resistente a glucopéptidos. En la naturaleza estan presentes
en diversos ecosistemas vegetales y son bien conocidas en el ambito de la industria
alimentaria, dadas sus propiedades fermentadoras y su capacidad para generar
compuestos odoriferos (Sneath y col., 1991).

Generalmente Leuconostoc mesenteroides suele tener forma cocoide,
presentandose en parejas o formando cadenas, como se especifica en la Tabla 2. Esto
puede variar de acuerdo a las condiciones de crecimiento que se les brinde. Cuando el
medio de cultivo es agar, las células presentan una apariencia esférica, mientras que
cuando este microorganismo es cultivado en caldo, las células suelen tener forma
bacilar, pudiéndose confundir con lactobacilos y formando largas cadenas (Sneath y
col., 1991).

Figura. 1 Observacién microscopica de cepa de L. mesenteroides tefiida mediante tincion de
gram.
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Figura 2. Observacion de morfologia colonial de una cepa de L. mesenteroides en medio MRS.

Las colonias normalmente son pequefias, con un diametro inferior a 1 mm, lisas,

redondas y de un color blanco grisaceo como se muestra en la figura. 2. Los productos

finales mas importantes resultantes de la fermentacion son el lactato, etanol, D (-) acido

lactico y CO2. Normalmente los polisacéaridos y los alcoholes no son fermentados

(Sneath y col., 1991).
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Tabla 1. Caracteristicas de Leuconostoc

Caracteristicas

Leuconostoc

Morfologicas

Cocos: en parejas 0 en cadenas (ocasionalmente bacilos cortos)

Gram Gram +

Aerobio estricto -

Aerobio facultativo +

Tem_pe_ratura optima de | 20-30°C

crecimiento

pH éptimo 40-43

Colonias en agar +-1 mm. Viscosas (en agar con sacarosa)
Formacion de esporas NO

Formacion de acido lactico

D acido lactico

Produccion de gas

Sl

Principales productos de
fermentacién de carbohidratos
(anaerobiosis)

Lactato, etanol

Habitat

Lacteos, plantas y otros alimentos

+:290% de las cepas son positivas; -: 2 90% de las cepas son negativas; no descrito. Modificada de Stainer y col.,1992.

Tabla 2. Caracteristicas de Leuconostoc mesenteroides

Caracteristicas

Leuconostoc mesenteroides

Pigmento amarillo

Acido desde:

L-Arabinosa

Fructosa

Galactosa

Glucosa

Lactosa

Maltosa

Manitol

Sacarosa

Xilosa

Dextrano formado desde sacarosa

+o|+|m|+ g+ +]+]+
[N

Crecimiento a:

pH 4.8 (inicial)

pH 6.5 (inicial)

Crecimiento con:

3.0% NacCl

6.5% NaCl

|+

10% etanol

Crecimiento a 37 °C

us]
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pH final en caldo glucosa | 45 |

+: 2 90% de las cepas son positivas; (+): 80-89% de las cepas son positivas; B: 11-89% de las cepas son positivas; (-):

11-20% de las cepas son positivas; -: 2 90% de las cepas son negativas; (d): reaccion retrasada. Modificada de Stainer y col.,1992.

2.5 Aplicacion de Leuconostoc mesenteroides en quesos

Segun algunos autores, el crecimiento de leuconostoc en leche es estimulado
por la actividad proteolitica de los lactococos, lo que indica que las bacterias de este
grupo microbiano carecen de un adecuado sistema proteolitico. (Dermici, Y. y Hemme,
D.) El principal papel de leuconostoc en los quesos es el de metabolizar el citrato a
CO,, responsable de la formacion de ojos, y diacetilo que es un compuesto de aroma
importante en quesos frescos tipo Cottage y blandos. ElI CO, se origina también a partir
de azucares como consecuencia del metabolismo heterofermentativo de este tipo de
microorganismos. En los quesos de tipo suizo (Edam y Gouda), es deseable la
presencia de ojos pequefios (<1 cm de diametro), redondos y brillantes, originados
generalmente como consecuencia de la incorporacion de leuconostoc en los cultivos
iniciadores (Nath, K.R. y Kostak, B.J. 1993).

Los ojos se formaran siempre que la cuajada sea suficientemente elastica
(Kammerlehner, J. 1996). La produccion de diacetilo, fundamentalmente, y acetoina es
sin duda la propiedad mas utilizada de los Leuconostocs. Para ello se seleccionan
cepas productoras de buen aroma y de cantidades moderadas de CO,, siendo Ln.
mesenteroides subsp. cremoris la especie de este grupo microbiano que produce
menos gas en leche. La produccion de &cido por parte de los lactococos es necesaria
para que los Leuconostoc puedan convertir los citratos de la leche en compuestos

aromaticos.

Ademéas de diacetilo y acetoina, el metabolismo heterofermentativo de los
Leuconostoc origina la formacion de acidos grasos volatiles, como el acético, y otros

compuestos, como el etanol, importantes para el desarrollo completo del aroma y sabor
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de productos lacteos fermentados, incluidas ciertas variedades de queso (Vedamuthu,
E.R. 1998).

Algunos autores han escrito acerca del efecto que tiene Leuconostoc
mesenteroides en el queso hecho por diferentes tipos de leche, teniendo resultados
favorables. Mather y Babel 1959, desarrollaron un método préactico para obtener queso
tipo Cottage graso, con buen aroma y sabor empleando cultivos de leuconostocs (Ln.
mesenteroides subsp. cremoris) crecidos en leche suplementada con &cido citrico
(0,15%) vy acidificada posteriormente a pH 4,0- 4,3. Los autores observaron
adicionalmente un aumento en la vida util del producto, atribuible a la inhibicién de

Pseudomona.

Requena y col1992. propusieron el empleo de un cultivo iniciador conteniendo Ln
mesenteroides subsp. dextranicum y Ln. paramesenteroides para la elaboracién de
gueso de cabra semiduro a partir de leche pasterizada. Los quesos elaborados con este
cultivo mostraron ojos bien distribuidos que los autores atribuyeron a la accion de los
leuconostoc siendo su apariencia tipica y logrando la mayor aceptabilidad en la
evaluacion de aroma, sabor y textura. En la actualidad son muy pocas las

investigaciones que se han hecho sobre Leuconostoc mesenteroides en el queso.

El queso es un alimento con excelentes propiedades nutritivas y sensoriales, el cual es
un derivado de leche de vaca, cabra, oveja y bufala, principalmente. En pocas palabras
es la “concentracion de los solidos totales presentes en la leche”. Uno de los alimentos
mas consumidos es el queso ya que existe toda una variedad de tipos que pueden
servirse solos o como complemento para incrementar la calidad y mejorar el sabor de
los alimentos que los mexicanos comunmente incluyen en la dieta. Su gran
digestibilidad, unida a su exquisito sabor y excelente valor nutritivo, lo hace un alimento
importante tanto para la poblacién infantil como para la adulta. (Profeco 2005).
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2.8 QUESO EN MEXICO

La produccion en México se remonta a la época de La Colonia con la
introduccion de los primeros hatos bovinos y rebafios caprinos y ovinos. Actualmente, la
produccion nacional satisface unicamente 76.5% del mercado interno. México se ubica
en el noveno lugar en la produccién de quesos a nivel global con una oferta en el 2010
de 244,000 toneladas. La actividad se localiza y concentra en un 53% en seis estados
del pais, el Estado de México el mas importante con una participacion del 13%, seguido
del DF con 12%, Jalisco con 11%, Michoacan y Guanajuato con 6% respectivamente y

Veracruz con 5% como se muestra en la figura 3. (SIAP, 2008)

Por su parte, el consumo de queso en México ha crecido a una Tasa Media
Anual de 7.8 por ciento. Esto, durante el periodo del 2006-2010 al pasar de 229,000 a
319,000 toneladas. Lo anterior representa un consumo per capita de 2.83 Kg. al afio.
En las tiendas existe una gran variedad de marcas y tipos de queso, imitaciones y
productos analogos. Sin embargo, los quesos genuinos son aquellos que en su
composicion no contienen grasa vegetal, ni derivados proteicos de leche y el minimo de
aditivos permitidos. En el pais se producen alrededor de 38 tipos de queso, de los
cuales 88.0% es fresco y en su mayoria, de tipo artesanal, elaborado a partir de leche
cruda y con variabilidad en su composicion, sanidad y atributos sensoriales. La mayoria
de los productores de queso en México son medianos y pequefios, con problemas
comunes en cuanto al abasto y control de la materia prima, tecnologia de elaboracion,

calidad y comercializacion, principalmente. (SIAP, 2008)

El consumo de queso en México ha mostrado un crecimiento del 5.9% en los
tltimos 10 afios. Este incremento ha presentado a su vez un aumento drastico en las
importaciones de productos lacteos ya que la produccién doméstica es insuficiente para
satisfacer la demanda, de forma que los productos importados representaron el 38% del

consumo nacional aparente para el afio 2007 (SIAP, 2008).
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Cabe destacar que el consumo de quesos es elastico a precios de la demanda,
lo cual indica que el consumo esta en funcion al precio de venta. Usualmente el precio
de los productos importados es inferior al de los locales, éstos se encuentran en
desventaja ya que produce perdidas en las ganancias a los mercaderes mexicanos. Por
otro lado, ademas de los productos importados se encuentra la presencia de productos
analogos que también afectan severamente a la produccion de quesos debido a que

presentan precios inferiores al nacional y al de importacion. (SIAP, 2008)

En México se producen aproximadamente 2,354,372 kg de queso anualmente, la
produccién sélo representd el 1.05% de la produccién nacional del 2007 (223,183,000
kg) (SIAP, 2008). La participacion en el mercado nacional es baja, pero presenta un
potencial gracias a las variedades de quesos tradicionales elaborados en la zona
(Cervantes y col., 2008). Cabe mencionar que la industria y las importaciones
normalmente no contemplan dentro de sus inventarios quesos como el molido, el tipo

batanero con verduras, enchilado, panela y el tipo Oaxaca.

La variedad de queso que mas se produce es el Oaxaca con un 67% del
volumen, ya que es la variedad preferida por los consumidores debido a que es
empleado para elaborar quesadillas 0 quesos fundidos, le sigue el queso molido con un
20% siendo este el queso mas tradicional, y finalmente el queso batanero con verduras
y chiles con un 11%. (SIAP, 2008)

Desde 1994 sigma alimentos, amplio su mercado en quesos, se expandio a los
mercados de Estados Unidos, Honduras, Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, El
Salvador, Republica Dominicana y Pera. Sigma estima que es lider de este mercado,
con una participacion de 27%, aproximadamente. Entre los principales participantes
estan: Sigma Alimentos, Chilchota, Lacteos Algil y Lala. (SIGMA Alimentos, 2009)

2.7 Clasificacion de los quesos
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Como existen diferentes tipos de quesos y no se pueden clasificar como uno
solo, existen varias formas para clasificar los quesos. Estas clasificaciones se llevan a

cabo de la siguiente forma:

1. De acuerdo al tipo de pasta o del contenido de humedad: fresca, blanda,
semidura y dura

2. De acuerdo al método de coagulacion de la caseina. Los quesos al cuajo llevan
un proceso enzimatico, los quesos de coagulacién lactica llevan un proceso de
acido lactico y los quesos en los que se llevan a cabo ambas coagulaciones.

3. De acuerdo al microorganismo utilizado en la maduracion y la textura del queso.
Estos se clasifican en quesos de ojos redondos, granulados y quesos de textura

cerrada.

2.7.1 Quesos frescos

Estos quesos contienen un alto porcentaje de humedad (50-60%), no requieren
de un proceso de maduracion y deben conservarse a una temperatura de 8°C (Quesos

artesanales, 2010).

2.7.2 Quesos de pasta blanda

Estos quesos son elaborados con leche entera, parcial o enteramente
descremada. Estos quesos pueden ser madurados e incluso adicionados con mohos

(Quesos artesanales, 2010).

2.7.3 Quesos de pasta semidura

Son elaborados con leche entera o parcialmente descremada, con presencia de
ojos y de color blanco amarillento uniforme (esto depende de la variedad) (Quesos

artesanales, 2010).

2.7.4 Quesos de pasta dura
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Estos quesos son de baja humedad (26—34 %), son caracteristicos por su masa
compacta y por tener una corteza lisa y bien formada. Deben conservarse a una

temperatura no mayor a 18°C (Quesos artesanales, 2010).

Algunos ejemplos de quesos maduros y los microorganismos empleados para

gue estos concluyan su maduracion adecuada se mencionan en la Tabla 3.

Tabla 3. Tipos de quesos

Tipo de Queso Microorganismos Utilizados
Queso Provolone Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus
Queso Gouda Lactococcus lactis, Leuconostoc  cremoris Y

Streptococcus diacetilactis

Lactococcus lactis y/o Leuconostoc cremosis
Queso Chedar

ueso Romano actobacillus bulgaricus y Streptococcus termophilus
R Lactobacillus bul Strept t hil
Queso Emmental Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus casei
Queso Edam lactobacillus helveticus, lactobacillus casei,
Streptococcus termophilus
ueso Camember penicillium candidum, Lactococcus lactis
C bert Il did Lact lact
ueso Roquefor enicillium roqueforti
R fort P Il fort
ueso Cottage actococcus lactis
Cott Lact lact

2.7.5 Quesos maduros

Los quesos maduros son aquellos que llevan un proceso de maduracién (Tabla. 1)
después de su elaboracion, este tiempo puede ser por meses o incluso hasta afos.
Cuantos mas afos tenga el queso se considera mas maduro, partir de los 6 meses los
guesos se consideran maduros. Estos quesos contienen menos humedad que los
guesos frescos, tienen una pasta firme un sabor y un olor mas intenso. Usualmente los
guesos maduros son para acompafar los vinos o0 alguna comida muy exoética o
simplemente como bocadillos, en algunos tipos de quesos maduros su sabor es tan
fuerte que es necesario acompafarlo con algun otro tipo de alimento o bebida. Este tipo
de quesos requiere de algun tipo de microorganismos para poder madurar
adecuadamente (dependiendo el tipo de queso que se desee elaborar) y asi poder

obtener lo deseado (Quesos artesanales, 2010).
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2.8 Propiedades Del Queso

El queso contiene diferentes componentes que brindan beneficios a la salud, ya que
proviene de la leche de la cual es recomendado su consumo diario. Los mas

importantes son las proteinas, el calcio, las vitaminas y las grasas (FONAES, 2005).

2.8.1 Proteinas

Los quesos contienen del 10 al 30 % de proteina, dependiendo del método de
manufactura (quesos duros o blandos), dando al queso textura y sabor. La digestibilidad
de la proteina del queso es de 95 %, muy parecida a la del huevo o algunos productos
carnicos (FONAES, 2005).

2.8.2 Calcio

El queso es una fuente excelente de calcio y varia de acuerdo al contenido de
agua y el método de manufactura. Al igual que el calcio de la leche, el del queso

también es bien asimilado por el cuerpo humano (FONAES, 2005).

2.8.3 Vitaminas

El contenido de vitaminas A, D, E, depende directamente del contenido de grasa
en el producto (de 0 % en los quesos descremados a 70 % en los quesos enriquecidos
con crema). El contenido de vitaminas del Complejo B y vitamina C, varian
considerablemente de acuerdo al tipo de queso. Esto resulta de dos factores opuestos:
la pérdida durante la elaboracion y su enriguecimiento durante el proceso de
maduracion, en donde las bacterias y hongos sintetizan algunas vitaminas como son:
riboflavina, acido pantoténico, piridoxina, acido félico, asi como también algo de tiamina
y B12 (FONAES, 2005).

2.8.4 Grasas
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Durante la maduracion la grasa juega un papel importante en el aroma del
gueso. La grasa de la leche esté en el queso en forma emulsificada, por lo que son mas
digestibles (FONAES, 2005).

Y

Sonora ]|J|

Chihuahua

Durango

Guerrern

Figura 3. Estados con mayor actividad quesera en México.
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Capitulo 3

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Etapas

La siguiente investigacién se llevo a cabo en tres etapas las cuales consisten en:

1. Preparacion del inoculo.
2. Realizacién de los quesos y adicion del inoculo
3. Evaluacion del proceso fermentativo

3.1 Determinacion de acidez

3.2 Determinacion de alcohol

3.3 Evaluacion fisica de los quesos

3.1.2 Localizacion

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, a 8 Km. al sur de la
ciudad de Saltillo, presentando una latitud Norte de 25° 23", una longitud Oeste de 101°
02" y una altura de 1743 msnm), en el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos.

3.1.3 Materiales reactivos y equipos de laboratorio

3.1.3.1 Materiales

En la tabla 4 se muestran los materiales utilizados para esta investigacion.
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Tabla 4. Materiales

Vasos de precipitado de 500ml Espatula
Gradilla Micro pipeta
Matraz de aforacion Pipetas
Moldes para queso Mortero
Termémetro Celdillas
Tubos de plastico para centrifuga Cajas Petri

Tubos de ensaye

Tela de manta

Probeta Matraz Erlenmeyer 1000 ml
Estufon Un colador

Olla Cuchillo

Cuchara Puntillas

Porta objetos

Asa bacteriologica

3.1.3.2 Equipos de laboratorio

En la tabla 5 se muestran los equipos de laboratorio que se utilizaron durante la

investigacion.

Tabla 5. Equipos de laboratorio

Refrigerador, marca IEM

Incubadora, Riossa E-71

Vortex

Balanza analitica, OHAUR

Centrifuga, marca UNICO

Espectrofotémetro, Velab ™

Agitador magnético, Termolyne

Parrilla, Termo sientific

Microscopio optico

Bafio Maria, Novatech

Micropipeta

Campana de flujo laminar, scorpion scientific.

25



Seguimiento de la producciénn de lactato en quesos adicionados con Leuconostoc | 2013
mesenteroides y sus efectos en propiedades organolépticas.

3.1.3.3 Reactivos

En la siguete tabla se muestran los reactivos utilizados para preparar medio MRS

y lo necesario para realizar una tincion de gram.

Tabla 6. Reactivos

Peptona de caseina Acetato de sodio
Extracto de carne Tween 80

Extracto de levadura Agar bacteriolégico
Dextrosa Hidréxido de sodio
Fosfato de potasio Fenolftaleina

Citrato de sodio Dicromato de potasio
Sulfato de Magnesio Acido sulfarico
Sulfato de manganeso Carbonato de potasio
Safranina Azul de metileno
Cristal violeta Acetona

3.1.4 Materia Prima (Quesos)

La leche para la realizacion de los quesos se obtuvo en el establo de la Universidad
Autébnoma Agraria Antonio Narro, misma donde se realizo esta investigacion. Se

adquirieron 10 litros de leche fresca para cada uno de los experimentos.

3.1.5 Etapa 1. Preparacioén del inoculo

La cepa de L. mesenteroides utilizada en este trabajo se tomo de la coleccién de
bacterias del departamento de Cencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro. Para la reproduccion de L. mesenteriodes se
prepararon catorce tubos de ensayo con medio liquido, cada tubo contenia 7 ml de
caldo MRS cuya formulacién se muestra en la Tabla 7 especificando las cantidades

necesarias para preparar un litro de caldo MRS.
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Tabla 7. Componentes del medio MRS

Reactivo Gramos/Litro
Peptona de caseina 10
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Dextrosa 20
Fosfato de potasio 2
Citrato de sodio 2
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Acetato de sodio 5
Tween 80 1
Agar 12

Se colocaron los reactivos en un matraz de 250 ml agregandole los 100 ml de
agua destilada, se coloco un agitador magnético y se coloco el matraz en una parrilla en
agitacion leve a una temperatura de aproximadamente 50°C y asi acelerar la mezcla de

los componentes.

Una vez que el medio se ha disuelto totalmente tomando una apariencia
anaranjado transparente se coloco en los tubos de ensaye, 7 ml por tubo con la ayuda
de una micropipeta en condiciones de esterilidad, posteriormente se colocan las tapas
de manera que no se sellen durante el tratamiento térmico, y que a la vez no se

derrame el contenido. Se colocan en un vaso de precipitado.

Se colocan en una autoclave para llevar a cabo una esterilizacion. El
procedimiento se lleva acabo a una temperatura de 121 °C a 15 Lb de presién por 15
minutos. Una vez concluidos los 15 minutos en estas condiciones se saca el matraz con
los tubos de la auto clave y se cierran los tubos para asi evitar alguna contaminacion.

Se dejan enfriar a temperatura ambiente.

Para poder sembrar en los tubos es necesario una campana de flujo laminara
para poder conservar el area estéril y asi evitar algun tipo de contaminacién. Una vez
gue los tubos estdn a temperatura ambiente se limpia la campana y se colca un
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mechero. Se esteriliza la aza bacteriologica llevandola al rojo vivo y enfriandola en un
lado del agar cuidando no dafar las colonias. Una vez estéril y enfriada el aza se toma
una colonia pequefa y uniforme y se pasa al tubo de ensaye con el medio liquido
enjuagando el aza en este. Y asi se prosigue hasta llevara a cabo lo anterior en los
catorce tubos.

Los tubos se inocularon y taparon dentro de la campana para que no se
contaminen, se colocan en una incubadora a 29 °C durante 24 h. La campana se limpio
con alcohol para asi evitar que quede contaminada, esto se recomienda para evitar

contaminaciones cruzadas.

Se preparo agar MRS en cajas petri de tres divisiones. Una vez que los tubos
estuvieron 24 h en la incubadora se tomo una muestra de cada tubo y se siembro por
estria abierta identificando el numero de tubo que se siembra en cada division. Las

cajas se colocan en la incubadora por 24 h.

Una vez transcurridas las 24 h de incubacidn se realizo un frotis para observar
las caracteristicas en el microscopio y determinar si se encontraba L. mesenteroides.
Una vez confirmado L. mesenteroides se escogen las colonias para asi proliferar en

medio liquido e inocular los quesos.

Se preparo medio MRS y se coloco en tubos para cultivo, como se observa en la
figura 4, se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 min., se deja enfriar y de las
colonias previamente evaluadas se toma una muestra e inocula el medio, los tubos se
incuban a 28°C durante 24 h. hasta alcanzar la turbidez correspondiente al tubo 4 en la
escala de McFarland (Anexo 1). Una vez obtenido lo anterior se guardan en

refrigeracidon para detener el crecimiento e inocular posteriormente los quesos.
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Figura 4. Tubos con caldo MRS

Figura 5. Cresimiento de L. Mesenteroides en el caldo MRS
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3.1.6 Etapa 2. Realizacion de los quesos y adiciéon del inoculo

La realizacién de los quesos fue hecha en el laboratorio de Alimentos |. Se
compraron 10 litros de leche bronca en el establo de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro.

Se pasteurizo la leche a 72 °C por 1 minuto, después se bajo la temperatura a
40°C. Una vez que la temperatura llego a 40°C se le agrega el cloruro de calcio (3ml
por cada 10L), diluido en 100 ml de agua, una vez disuelto se le agrega el cuajo (3ml
por cada 10L), diluido en 100ml de agua, una vez agregado el cuajo se deja reposar la

leche durante 30 minutos asegurando que conserve una temperatura de 40°C.

Una vez ya reposada la leche y separadas las fases solida y liquida se corta en
cuadros de aproximadamente 3ml, manteniendo la temperatura a 40 °C. Se mezcla
suavemente y se deja reposar 5 minutos. Ya una vez transcurridos los 5 minutos se
desuera. Los moldes y la tela de manta, cortada previamente en cuadros grandes que
cubran los moldes, se colocan en una hoya con agua e hirvieron para asi evitar

contaminacion.

La cuajada se coloca en los moldes y se deja en prensado 12 horas para que la
cuajada deseche el suero restante. Posteriormente se sacan de los moldes y se
colocan en el refrigerador a una temperatura de aproximadamente 4°C. Una vez listo
tanto el inoculo como los quesos, se colocan los quesos en vasos de precipitado de 600
ml cada uno. Se identifican los vasos como testigo, 40, 60 y 120. Una vez identificados

se introducen los quesos y el inoculo segun la Figura 6.
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Figura 6. Queso inoculado con L. mesenteroides

Cada tubo contiene 7ml de inoculo, cada queso tiene diferentes concentraciones
de inoculo 40, 60 y 120 ml de caldo MRS con L.mesenteroides. Una vez agregado el
inoculo en los quesos se tapan los vasos con papel aluminio, como se muestra en la
figura 6, se colocan en una incubadora a 28 °C y se dejan por un periodo de 22 dias
asegurandose que los quesos estén bien tapados, monitoreando el porcentaje de
acidez, los grados de alcohol y la evaluacion fisica de los quesos a los 0, 7, 15y 22

dias.
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Figura 7. Queso panela inoculado en diferentes concentraciones de L. mesenteroides a una

temperatura de 28-30 °C.

3.1.7 Etapa 3. Evaluacion del proceso fermentativo

3.1.7.1 Etapa 3.1. Determinacion de acidez

El porcentaje de acidez contenido en la muestra se determina mediante la
titulacion de la muestra con hidréxido de sodio. Se toma 2 gramos de cada muestra y se
le agrega 8 ml de agua destilada y se trituran en el mortero para que se mezclen bien
las sustancias contenidas en el queso, después se pasa a un matraz y se le agrega 4
gotas de verde de bromocresol. Se titula con el hidréxido de sodio y se registran los

mililitros gastados. Esta determinacion se realizo por triplicado. Este procedimiento se

hard al dia 0, 7, 15y 22 dias para obtener las diferencias en cada queso.

Una vez obtenidos los mililitros gastados se calcula el porcentaje de acidez con

la siguiente formula:
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) ml de NAOH gastados X normalidad X peso molecular
% de acidez = X 100
gramos de muestra

El verde de bromocresol se utiliza como indicador para este proceso debido a
gue su rango de intervalo de transicién de pH se encuentra entre 3.8 y 5.4, rango en el
que se encuentra el pka del acido lactico, que es de 3.86 y permite la mejor
identificacion de las cantidades de este acido presente en una muestra.

3.1.7.2 Etapa 3.2. Determinacién de alcohol

La prueba de grados de alcohol se realizo con la técnica de dicromato de potasio
esta prueba consiste en tomar 2 gramos de muestra y se mesero en el mortero con
15ml de agua destilada. Se homogenizo con ayuda de un vortex a 1500 rpm. Se tomo
una muestra de 2 ml con la pipeta electronica y se centrifugo a 3200 rpm por 30 min.
Una vez terminado el tiempo de la centrifuga se adiciono 2 ml de solucion final, se
homogenizo en el vortex a 1500 rpm. Se preparo un bafio maria a una temperatura de
80 - 85 °C, las muestras fueron colocadas en una rejilla y posteriormente sumerjidas en
un bafio maria durante 30 min. Una vez transcurridos los 30 min se retiraron las
muestras del bafio maria y se dejan enfriaron a temperatura ambiente, para despueés
leerlas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 440 nm. Las
correspondientes lecturas del espectrofotometro fueron sustituidas en una curva de

alcohol bajo la siguiente formula

3.1.7.3 Etapa 3.3. Evaluacion fisica de los quesos

La determinacion de textura al igual que la acidez y el grado de alcohol también
se llevo a cabo a los tiempos 0, 7, 15, y 22 dias, se realizo con un penetrometro, este

aparato cuenta con una pequefia regla al lado izquierdo, que determina la fuerza

aplicada en todas las muestra.
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La formula a utilizar para determinar la presiéon aplicada en las muestras, en este

caso el queso es la siguiente:

fuerza

resion =
p Area

3.1.8 Anélisis estadistico

Para determinar si los cambios fisicoquimicos presentes en quesos fermentados
por Leuconostoc mesenteroides tienen relacion con los metabolitos producidos se
realiz6 un disefio multifactorial (4x4) mediante un analisis de varianza (ANVA) al 95 %
de confianza. Se consideraron las variables fisicoquimicas de acidez, alcohol, textura,
acido lactico y acido sorbico. La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba
de T de student con un nivel de significancia de 0.05. El andlisis de los datos se realizo

con el paquete estadistico JMP 5.0.1 2002.

Capitulo 4

4.1 Resultados y conclusiones

Los datos que a continuacion se presentan son los resultados generados de la
investigacion realizada en el laboratorio de alimentos en la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, enfocado al seguimiento cuantitativo de la produccion de lactato
y sorbato en quesos adicionados con L. mesenteroides y sus efectos en propiedades

organolépticas.

4.1.1 Etapa 1. Preparacion del inoculo

Leuconostoc mesenteroides pertenece a las bacterias acido lacticas, las colonias
son redondas de aproximadamente 1mm vy lisas color blanco grisaceo. Son gran
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positivas en forma de cocos y cocobacilos en el caso de caldo MRS. El proceso de
siembra y la purificacion de L. Mesenteroides se repitieron varias veces ya que se
observo constantemente una contaminacion fungica durante el proceso. Se realizaron
varias pruebas y se trato de aislar la bacteria en varias ocasiones. Se realizaron
alrededor de 8 siembras de las cuales 5 se contaminaron. Después de
aproximadamente dos semanas se logro purificar al microorganismo, en este caso L.
mesenteroides. Se realizaron varias muestras tanto en caldo MRS y en agar MRS.
Como se menciona en la literatura al analizar las colonias crecidas en agar tenian
formas de cocos muy bien definidos, en el caso del caldo MRS al realizar la tincion de
gram se observd que formaban largas cadenas de cocos y en algunas ocasiones se
podian confundir con coco-bacilos, como lo menciona en la lectura (Sneath y col.,
1991).

Las colonias obtenidas en caja con agar MRS fueron colonias uniformes de
aproximadamente 0.3 y 0.5 cm, color blanco grisaceo, redondas bien definidas. Como

lo menciono Sneath, 1986, fueron gram positivas en forma de cocos y coco bacilos.

4.1.2 Etapa 2. Realizacion del queso y adicion del inoculo

La realizacion de los quesos se llevo a cabo en el laboratorio de alimentos 1, se
obtuvieron 4 guesos panela de aproximadamente 250g cada uno. De acuerdo a la
literatura el queso panela se considera un queso fresco ya que no lleva ningun tipo de
maduracion. El proceso de elaboracién de queso panela es muy simple ya que no

requiere de muchos pasos y no necesita tiempo de maduracién alguna.

El inoculo se prepar6 segun la literatura, en caldo MRS y agar se adicionan los
reactivos correspondientes, tomado a la dextrosa y la peptona como principal fuente de
nitrégeno y carbono con un pH final de 6.4, prepararon 250 ml de caldo MRS y se

agregaron las cantidades 40, 60 y 120 ml a cada queso.
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Los quesos se fermentaron por un periodo de 22 dias, cada uno con diferente
cantidad de inoculo. En cada queso se observaron diferentes cambios, hubo produccion
de gas y presencia de ojos excepto en el testigo. El testigo no presento cambio algun
sin embargo después de los15 dias desprendi6é un olor a putrefaccion.

El tratamiento 40 tuvo poca aparicién de 0jos, y los pocos que aparecieron fueron
pequefos. El tratamiento 60 al igual que el 40 no presentaron produccién de gas, pero
tuvieron una cantidad mayor de ojos aunque al igual que en el tratamiento 40 eran
pequefos. El tratamiento 120 presenta la mayor produccion de gas ya que los 0jos que
se presentados en este tratamiento fueron de mayor tamafio con respecto a los
anteriores tratamientos asi mismo se presentaron con mayor cantidad que de tal
manera debido a la alta produccion de gas que el queso aumento de volumen siendo

insuficiente el espacio en el vaso de precipitado.

Conforme al color el tratamiento O obtuvo un color un poco amarillento en la
superficie y una consistencia viscosa. En el caso de los tratamientos el de 40 y 60 no
obtuvo ningun cambio en la superficie cubierta por el medio, sin embargo en el area no
cubierta por el medio presento los mismos cambios que el testigo, se aprecio un color
amarillento y viscoso. En el caso del tratamiento 120 se encontraba sumergido

completamente en el inoculo no tuvo ningdn cambio notorio.

4.1.4. Etapa 3. Evaluacién del proceso fermentativo

4.1.4.1 Etapa 3.1. Determinacion de acidez

El porcentaje de acidez producido por los diferentes tratamientos en los distintos
tiempos de fermentacion fue estadisticamente diferente (p<0.05). Mientras que en la
prueba de comparacion de medias (Anexo 3) el tratamiento 40 a los 22 dias de
fermentacion presento el mayor porcentaje de acidez de 8.95, por otro lado el
tratamiento 0 a los 22 dias obtuvo un porcentaje de acidez de 8.15, el tratamiento 120

al 7 dia obtuvo 7.42 y los siguientes mas altos en el porcentaje de acidez fueron el
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tratamiento 60 a los 7 dias con 6.38, el 120 a los 15 dias con 5.46 y el tratamiento 60 a

los 15 dias con 4.84 los cuales fueron estadisticamente diferentes.

Se observa en el Anexo 3 que el tratamiento 60 a los 22 dias obtuvo 4.60, junto
con el tratamiento 40 a los 15 dias con 4.53, estadisticamente fueron similares ya que
tuvieron rangos muy parecidos, al igual que el tratamiento 120 a los 22 dias con 4.41.
Los tratamientos siguientes resultaron ser semejantes entre ellos pero tuvieron menor
porcentaje de acidez segun el anexo 2, el tratamiento 0 a los 15 dias con 4.11, el
tratamiento 40 a los 7 dias con 3.80, el tratamiento O a los 7 dias con 2.82 y por ultimo
los tratamientos 0, 40, 120, y 60 al tiempo O con 0.92025 los cuales obtuvieron el
mismo porcentaje de acidez debido a que los tratamientos aun no tenian el inoculo

agregado.

En la Figura 8 se muestra la media del porcentaje de acidez en el queso panela
producido por las diferentes concentraciones de inoculo de L. mesenteriodes a traves
de los dias de fermentacion. El tratamiento O y el tratamiento 40 obtuvieron la misma
linea de tendencia durante los 22 dias, incrementando lentamente, y manteniéndose a
la alza durante los 22 dias. Mientras los tratamientos 60 y 120 se comportan de la
misma manera teniendo un incremento a los 7 dias, y descendieron lentamente

conforme fueron pasando los dias hasta llegar al dia 22.
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Figura 8. Porcentaje de acidez producida por los quesos a diferentes concentraciones de inoculo
de L. mesenteroides a través de diferentes tiempos de fermentacion.

4.1.4.2 Etapa 3.2. Determinacion de alcohol

El grado de alcohol producido por los diferentes tratamientos en los distintos
tiempos de fermentacion fue estadisticamente diferente (p<0.05). Todos los
tratamientos a los 0 y a los 7 dias presentaron la menor cantidad de alcohol,
aumentando la cantidad de alcohol conforme fueron pasando los dias, como se muestra
en el Anexo 4. Siendo el tratamiento 60 a los 22 dias el que presento un mayor grado
de alcohol con 0.1528, por otro lado el tratamientos 120 a los 22 dias obtuvo un grado
de acidez de 0.1526, el tratamiento 40 a los 15 dia obtuvo 0.1524 y el tratamiento 0 a
los 22 dias obtuvo 0.1523, estos tratamientos resultaron ser estadisticamente
semejantes al tratamiento 60 a los 22 dias segun la prueba de comparacion de medias.
Los siguientes tratamientos mas altos en produccién de grados de alcohol fueron el
tratamiento 0 a los 15 dias con 0.1523, al igual que el tratamiento 0 a los 22 como se
muestra en el Anexo 4, el tratamiento 40 a los 22 dias con 0.1521 y el tratamiento 40 a

los 22 dias.
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En la Figura 9 se muestra la media del grado de alcohol en el queso panela
producido por las diferentes concentraciones de inoculo de L. mesenteriodes a través
de los dias de fermentacion. El tratamiento O presento un descenso al 7 dia, teniendo
un incremento al 15 dia y manteniéndose constante hasta los 22 dias. Los tratamientos
40, 60 y 120 presentaron la misma produccién de alcohol los primeros 7 dias, después
de esto el tratamiento 40 incremento drasticamente, después del dia 15 descendiendo
el dia 22. Por otro lado los tratamientos 60 y 120 mantuvieron la misma linea de
tendencia, sin embargo el tratamiento 60 siempre semantuvo por encima del

tratamiento 120.

Grados de alcohol
40
35
: Vo7
% ig 7/ 27 —o—Testigo
<Lt) 15 %M == Tratamiento 40
10 Tratamiento 60
s | IS/ |
0 \1 —>=Tratamiento 120
0 7 15 22
Tiempo (dias)

Figura 9. Grados de alcohol producido por los quesos a diferentes
concentraciones de inoculo de L. mesenteroides a través de diferentes tiempos
de fermentacion.

4.1.4.3. Etapa 3.3 Evaluacion fisica de los quesos

En los diferentes tratamientos (excepto en el testigo) se observaron cambios en
los quesos, el cambio mas notorio que se observo fue la aparicién de pequefios orificios

en los quesos llamados o0jos. Segun algunos autores la principal funcién de
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Leuconostoc mesenteroides en los quesos es el de metabolizar el citrato a COy,

responsable de la formacién de ojos (Nath, K.R. y Kostak, B.J.1993).

En el tratamiento O (testigo) no se observd produccion de gas, ya que el queso
no presento ningun tipo de formacion de ojos en superficie ni internamente, solo
permanecio una pasta amarillenta. En el resto de los tratamientos a partir de los
primeros 3 dias de incubacién, se pudo observar la presencia de ojos. En el tratamiento
40 se presento una gran cantidad de ojos pequefios de aproximadamente 0.2 cm de
didmetro, a diferencia del tratamiento 120, los 0jos que aparecieron en este tratamiento
fueron de un didmetro aproximadamente de 0.6 cm de diametro pero en menor

cantidad.

El tratamiento 120 presento la mayor produccién de gas, ya que al tercer dia de
incubacion se observé que el queso se hincho debido a la gran cantidad de gas
producido. Los orificios que tenia el queso eran grandes y de un diametro superior al
gue presentaron los tratamientos 40 y 60. El tratamiento 60 al igual que el 40 obtuvo
poca produccién de gas ya que los ojos que se mostraban en el queso fueron mas
pequefios en relacion a los del tratamiento 120, pero aproximadamente la misma

cantidad que el tratamiento 120.

Figura 10. Tratamiento 40 con presencia de 0jos.
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Otro de los cambios que se pudo apreciar en los quesos fue el color, en el
tratamiento O (testigo) el queso tomo un color amarillento y una consistencia viscosa en
la superficie del queso. En el caso de el resto de los tratamientos, en el tratamiento 40 y
60 se observo el cambio de color de blanco a amarillento viscoso solo en la parte
superior donde no alcanzaba a cubrir el inoculo, sin embargo, en el tratamiento 120 en
el cual el medio cubria completamente el queso no se observaron cambios de ningun
tipo.

La textura del queso se midié con un penetrometro manual como se observa en
la Figura 12, la textura cambio conforme pasaron los dias, excepto en el testigo. Como
se puede observar en la Figura 11 el testigo se mantuvo constante durante los 22 dias,
tuvo un cambio minimo después del 7 dia. En el resto de los tratamientos la textura
cambio de duro a muy suave. Como se observa en la Figura 11 todos los tratamientos
aumentaron gradualmente conforme pasaron los dias. Mostrandose la misma tendencia
en los tratamiento. El tratamiento 120 fue el que presento los valores mayores en esta

caracteristica seguido del 40 y 60 respectivamente.

Textura
3
2.5
2,
o
()
r == Testigo
a 15 O —b
s == Tratamiento 40
‘S
g 1 Tratamiento 60
[-%
0.5 tratamiento 120
0
0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Figura 11. Cambios en latextura de los quesos a diferentes concentraciones de inoculo de L.
mesenteroides a través de diferentes tiempos de fermentacion.
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Figura 12. Medicion de la textura con un penetrometro manual.

Conclusion

La adicién de un inoculo de iniciador de L. mesenteroides, para la maduracion de
guesos, influyo de manera significativa en dos aspectos principales el nivel de acidez y

la textura.

Para el parametro de acidez, se aprecia que el acido formado mayoritariamente
es el acido lactico que presenta un pka de 3.86 y fue eficientemente valorado al utilizar
el verde de bromocresol como indicador de vire cuyo rango abarca este pka,
encontrdndose que la muestra adicionada con 120ml de inoculo iniciador alcanza
niveles de acidez similares a los obtenidos en 21 dias con los quesos control,

permitiendo asi una reduccién del tiempo de maduracion.
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Tocante a la textura del producto se observan cambios significativos entre las

muestras no tratadas y las inoculadas; no encontrandose cambios significativos entre

los tratamientos de las segundas, en lo referente a este aspecto.

El queso obtenido puede identificarse como de pasta suave, con un periodo de

maduracion de 7 dias con formacion de ojos de0.6 cm de diametro.
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Anexos

Anexo 1

1. Preparacion de las soluciones

1.1 Preparacion de hidroxido de sodio

El hidréxido de sodio se prepara en un matraz de aforacion en este caso de 1L.
Se toman 4 gramos de hidroxido de sodio solido para 1 Litro de agua. El hidroxido de
sodio se disuelve en un vaso de precipitado con 500ml de agua, se coloca en una
parrilla de agitacion con un agitador magnético hasta que se disuelva. Una vez disuelto

el hidroxido de sodio se pasa al matraz de aforacion y se afora con agua destilada.

1.2 Solucién oxidante

Se pesan 4.165 gr de dicromato de potasio (97%) en un vaso de precipitado de
600 ml con mucho cuidado se le agregan 250 ml de acido sulfurico, se le agrega el
dicromato de potasio y se mezcla con mucho cuidado. Se pasa a un matraz de

aforacion de 1000 mililitros y se afora con agua destilada.

1.3Solucién de carbonato de potasio

Se pesan 20 gr de carbonato de potasio (98%) y se colocan en un vaso de
precipitado con 250 ml de agua, se coloca en una parrilla agitadora con un agitador
magnético hasta que el carbonato de potasio de disuelva. Se pasa a un matraz de

aforacion de 1000 ml y se afora.
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1.4Solucién final

La solucién final se hace de la combinacion de la solucién oxidante y la solucion

de carbonato de potasio. Se colocan 4 ml de solucién oxidante en un tubo de ensaye y

se adiciona gota a gota 2 ml de solucién de carbonato de potasio (k,CO,4) hasta que el

burbujeo finalice.

Anexo 2

2 Determinacion de Acido lactico

Resumen

Rcuadrados
Rcuadrados Adj

Root Mean Square Error

Respuesta de medias

Observaciones (or Sum Wgts)

0.994347
0.991696
0.231591
4.325175

48

Analisis de varianza del porcentaje de acidez

Fuente Grados de | Suma de | Media de | F calculada
livertad cuadrados cuadrados

Modelo 15 301.86609 20.1244 375.2140

Error 32 1.711630 0.0536 Prob > F

C. Total 47 303.58240 <.0001
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Nivel Media de cuadrados
40,22 A 8.9571000
0,22 B 8.1595500
120,7 C 7.4233500
60,7 D 6.3804000
120,15 E 5.4601500
60,15 F 4.8466500
60,22 F G 4.6012500
40,15 F G 4.5399000
120,22 G H 4.4172000
0,15 H | 4.,1104500
40,7 I 3.8037000
0,7 J 2.8221000
120,0 K 0.9202500
40,0 K 0.9202500
60,0 K 0.9202500
0,0 K 0.9202500

Los niveles no conectados con la misma letra son significativamente diferentes.

Anexo 3

3 Determinaciéon de alcohol

Resumen

RCuadrados 0.951022
RSquare Adj 0.905105
Root Mean Square Error 0.00025
Mean of Response 0.151534

Observations (or Sum Wgts) 32

Analisis de varianza

Fuente Grados de | Suma de | Media de | F calculada

livertad cuadrados cuadrados
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Modelo 15 0.00001942 0.0000013 20.7117
Error 16 0.00000100 6.2508 Prob > F
C. Total 31 0.00002042 <.0001
Nivel Media de cuadrados

60,22 A 0.15285090

120,22 A B 0.15261600

40,15 A B 0.15247830

0,22 A B 0.15234465

0,15 B 0.15231225

40,22 B 0.15215565

60,15 0.15169395

120,15 E 0.15138615

40,7 E F 0.15115260

60,7 E F G 0.15110940

120,7 E F G 0.15102030

0,0 F G 0.15076515

60,0 F G 0.15070575

40,0 F G 0.15068415

120,0 F G 0.15067335

0,7 G 0.15059235

Los niveles no conectados con la misma letra son significativamente diferentes.
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