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Resumen

Se evalud el efecto del tiempo de sonicacidén de leche cruda sobre la reduccién de Escherichia
coli. Se aplicaron 5 tratamientos diferentes (0, 15, 30, 45 y 60 min) manteniendo la temperatura de la
muestra en un rango entre (20-23) + 2 °C durante el proceso. Para ello se inocularon 240 mL de leche
cruda con E. coli y se sonicaron con una frecuencia constante de 20 kHz, una amplitud de 40 % y una
entrada de energia de 50 W correspondiente a 0,83 W/mL. Posteriormente se realizdé un recuento por
vaciado de la bacteria y se calculd la reduccién obtenida para cada tiempo respecto al recuento inicial.

Se determind que un aumento en el tiempo de sonicacién incrementd la reduccién de E. coli
(p=0,0008). Sin embargo, bajo las condiciones utilizadas no se alcanzé la reduccion de 5 log;QUFC/mL
necesaria para considerar este tratamiento como una alternativa a la pasteurizacion de la leche.

Se evalud también el efecto del tiempo de sonicacidon de leche cruda en combinacién con las
etapas de proceso de elaboracién de queso seco y Ricotta sobre el recuento de Escherichia coli. Se
evaluaron el tiempo de sonicacién (0, 20, 40 y 60 min) y las etapas de proceso, para lo cual se
muestrearon distintos productos a lo largo del proceso de elaboracion de los quesos (leche sonicada,
gueso pre-prensado, suero 1, queso seco, fléculos, suero 2 y queso Ricotta). El procesamiento se realizd
a escala de laboratorio, se inocularon 240 g de leche cruda con E. coli, se sonicaron y se utilizaron para la
elaboracion del queso seco, en el caso del queso Ricotta se utilizé el suero obtenido. Se realiz6 un
recuento por vaciado de la bacteria a cada producto y se calculé la reduccidn obtenida para cada tiempo
respecto al recuento inicial de la leche.

Se concluyd que las etapas de proceso no tuvieron un efecto significativo sobre la reducciéon de
E. coli en el queso seco (p=0,0819, 1-B=1). Por el contrario, el incremento en el tiempo de sonicacién
provoco un aumento en la reduccidn de E. coli en el queso (p<0,0001) y su efecto resulté independiente
de las etapas del proceso (p=07130, 1-B=1). Respecto al queso Ricotta no fue posible determinar si se
dio un efecto combinado, pues el procesamiento por si solo implicaba una etapa de calentamiento que
provocaba la inactivacion total de la bacteria.

Por otra parte, al evaluar diferentes tiempos de sonicacién de leche cruda (0, 20, 40 y 60 min) se
determind que incrementaba el rendimiento del queso seco (p<0,0001), aumentaba su contenido de
grasa (p=0,0011) y disminuia su fuerza de corte (p<0,0001). Ademas, cualitativamente se determind que
al aumentar el tiempo de tratamiento los granos de cuajada resultaron menos consistentes, que el suero
obtenido fue menos turbio y que el producto final mostré6 una menor exudacién de grasa y una
apariencia mds homogénea en cuanto color.

Adicionalmente, se utilizd el suero obtenido del proceso del queso seco para elaborar queso
Ricotta y se determind que el tiempo de sonicacion de la leche no tuvo un efecto significativo sobre el
rendimiento (p=0,08) ni tampoco sobre los parametros asociados al perfil de textura (TPA) (1-B=1). Se
determind ademas que al aumentar el tiempo de tratamiento incrementd el porcentaje de humedad en
el producto final (p<0,0001).



1. Justificacion

La leche es conocida como uno de los alimentos mds completos disponibles en la naturaleza,
cualidad que se atribuye a su alto aporte nutricional en relacion con su aporte calérico (Chandan &
Kilara, 2008). Entre los principales componentes de la leche se encuentran proteinas de alta calidad,
grasa, calcio, fésforo, riboflavina, vitamina A, vitamina B12, entre otros (Walstra et al., 2006). Los
beneficios del consumo de leche pueden obtenerse al consumir productos derivados como el queso, la
natilla, y el yogurt (Miller et al., 2007). Durante la elaboracidon de dichos productos, la leche sufre
transformaciones quimicas vy fisicas que le confieren distintas caracteristicas sensoriales manteniendo su
calidad nutricional, lo cual da como resultado un producto con valor agregado atractivo para el

consumidor (Walstra et al., 2006).

Los productos lacteos en Costa Rica representan un 5,7 % del aporte calérico de la canasta
basica nacional (Mufioz & Zamora, 2013). Por otra parte, la produccion de derivados lacteos aumento en
promedio un 2,8 % anual en el periodo 2007-2011. A nivel nacional los productos lacteos principales son
la leche fluida (62 %), quesos (18 %), leche en polvo (8 %), helados (4 %), cremas 4cidas (3 %) y otros (5
%) (Gonzalez, 2012).

La leche, debido a su calidad nutricional y a su alta disponibilidad de agua, es un medio idéneo
para el crecimiento de microorganismos de deterioro y/o patdgenos. Es por ello que la industria
alimentaria ha prestado especial atencién a su calidad microbiolégica, no solamente en relacién con la
inocuidad y la salud publica, sino porque esto afecta directamente la idoneidad para ser utilizada como

materia prima y su vida util, asi como la calidad de productos derivados (Walstra et al., 2006).

El consumo de leche cruda ha sido asociado con brotes causados por microorganismos
patdgenos tales como Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, entre otros (Walstra et al., 2006). Esto provocd que se desarrollaran
distintos métodos para asegurar la inocuidad de la leche y de sus derivados tales como la pasteurizacidn,
ultrapasteurizacién, microfiltracidon y ultra alta presién (Boor & Murphy, 2002; Pereda et al.,, 2007),

siendo los tratamientos térmicos los mas utilizados a nivel mundial (Walstra et al., 2006).

La pasteurizacion de la leche es el tratamiento térmico mas comun y tiene como principales
objetivos garantizar la inocuidad y aumentar la vida util del producto mediante la eliminacidon de

microorganismos patdgenos y la inactivacion enzimatica (Kelly et al., 2012). La reducciéon microbiana



lograda mediante el tratamiento térmico depende de la combinacidon de tiempo y temperatura.
Mediante la pasteurizacidn se logra la reduccién del 90 al 99 % de los microorganismos, se eliminan los
patdgenos, se inactivan la mayoria de enzimas, pero no se destruyen esporas (Revilla, 1996; Walstra et

al., 2006).

A pesar de la efectividad de los tratamientos térmicos en cuanto a inocuidad, se ha demostrado
gue estos provocan efectos negativos en la calidad sensorial y nutricional de la leche. Entre ellos estan la
desnaturalizacion y modificacion de proteinas, desbalance en los minerales, pérdida de vitaminas, y
pérdida de lisina, cambios indeseables en el color y sabor producto de la reaccién de Maillard (Walstra
et al., 2006; Shanmugam et al., 2012). Esto repercute directamente en la calidad de los productos
derivados. Especificamente, la pasteurizacidon disminuye la capacidad de las proteinas de la leche para
cuajar, reduce el desuerado durante la elaboracién de quesos (Walstra et al., 2006), en quesos
madurados el proceso de maduracién es mas largo y el desarrollo del sabor deseado es menor

(Gunasekaran & Ak, 2003).

Debido a estas desventajas es que se han buscado nuevas tecnologias, por ejemplo: ultrasonido,
microondas, altas presiones, impulsos de campo eléctrico y luz ultravioleta (Shanmugam et al., 2012;
Chemat et al.,, 2011., Bermudez et al., 2009). Segln Shanmugam et al. (2012), de los tratamientos
alternativos mencionados, el procesamiento con ultrasonido ha sido objeto de estudio en afios recientes
debido a que presenta ventajas como ser amigable con el ambiente y no ser téxico. Lo contrario sucede
con otras opciones como las microondas, el calentamiento éhmico, los rayos gamma vy las pulsaciones

eléctricas que en general son vistas por la poblacién con cierta precaucion.

El ultrasonido es una forma de energia vibracional y las frecuencias utilizadas en el
procesamiento de alimentos van de 20 a 100 kHz. Cuando las ondas de ultrasonido se propagan en un
medio liquido ocurre el fenédmeno conocido como cavitacion debido a la generacion de micro-burbujas
que colapsan violentamente (Chandrapala et al., 2012). Esto genera una alta presion de hasta 50 000
kPa y un aumento de temperatura de hasta 5000 K de manera localizada provocando asi efectos de

cizalla y un efecto de esterilizacion localizada (O’Donnell et al., 2010).

El tratamiento con ultrasonido se conoce como sonicacion y se ha investigado su aplicacidn en
diferentes campos de la industria alimentaria. Entre las posibles implementaciones de esta tecnologia se
encuentran la formacién de emulsiones y homogenizacion, modificacién de viscosidad, tenderizacion,

uso como herramienta analitica para caracterizar alimentos, limpieza de equipos, extraccion de



compuestos, antiespumante e inactivacidén enzimatica y microbiana (Patist & Bates, 2008; Chandrapala

etal., 2012).

En cuanto a la inactivacion microbiana mediante sonicacion, esta se atribuye principalmente a
los efectos generados por la cavitacién. Sumado al aumento de presidon y temperatura antes
mencionado, el colapso de las burbujas también produce micro-corrientes de liquido a alta velocidad las
cuales provocan rupturas y erosién en superficies sélidas, dentro de las que se incluyen las membranas
celulares microbianas. También, se atribuye el efecto bactericida a efectos de cavitacion intracelular que

provocan lisis en la membrana del microorganismo (Chandrapala et al., 2012).

La sonicacién ha debido combinarse con otros factores como presién y calor para lograr las
reducciones microbianas deseadas. Esto debido a que al utilizarse por si sola se requieren tiempos muy
largos de tratamiento (Lee et al., 2009). Por ejemplo, Chandrapala et al. (2012) reportan que el valor D
de Staphylococcus aureus al ser tratado con ultrasonido (150 W, 20 kHz) es de 187 minutos a 14 °C,
mientras que al ser combinado con presién (manosonicacién), calor (termosonicacién) o los dos factores
a la vez (manotermosonicacién), se observa un efecto sinérgico que disminuye el tiempo de tratamiento
(Lee et al., 2009; Arroyo et al., 2011). Adicionalmente, se logré la reduccion de Salmonella spp. en jugo
de naranja por medio de la osmosonicacion, la cual consiste en combinar el ultrasonido con un medio de

alta presidon osmoética (Wong et al., 2008).

Uno de los principales retos al aplicar la sonicacién en el procesamiento de alimentos es la
modificacion de la funcionalidad de los componentes, ya que pueden darse cambios en su estructura, su
funcionalidad e inclusive la inactivacion de biomoléculas (Sener et al., 2006). Estos efectos se atribuyen
a que la cavitacidon genera efectos mecdnicos, fisicos y quimicos como la formacién de ondas y el
movimiento turbulento, efectos suficientemente potentes como para romper enlaces inter e
intramoleculares. La fuerza de cizalla generada tiene la capacidad de romper cadenas de polimeros y

desordenar o separar proteinas que estén débilmente asociadas (Zisu et al., 2013).

Respecto a los efectos de la sonicacion en productos lacteos, Bermudez et al. (2009) reporta que
la leche termoultrasonicada muestra un incremento en su contenido de grasa posiblemente por el
efecto de homogenizacién provocado por la cavitacién, el cual aumenta la disponibilidad de la grasay la
cantidad de acidos grasos libres. Otros efectos estudiados han sido la reduccién en la viscosidad de la
leche como consecuencia del rompimiento de cadenas poliméricas y de agregados proteicos (Zisu et al.,

2013), el aumento en la estabilidad al calor de las proteinas del suero también debido al rompimiento



de agregados proteicos (Ashokkumar et al., 2009) y el mejoramiento de la textura y de la capacidad de

retencién de agua en yogurt (Sfakianakis & Tzia, 2014).

El efecto de la sonicacidn en las proteinas de la leche resulta de especial importancia para la
industria quesera, ya que pardmetros como el rendimiento, el tiempo de floculacién, el tiempo de
endurecimiento y la textura final del queso dependen de la conformacién de las proteinas, dado que
este producto esta formado por una red proteica que encierra el suero y la grasa (Walstra et al., 2006).
Otro factor importante es la grasa porque sufre un proceso de homogenizacién durante la sonicacion
(Shanmugam et al., 2012). Gunasekaran y Ak (2003) reportan que la homogenizacién de la leche puede
aumentar el rendimiento de la elaboracidon de queso y que, al crear nuevas interfaces agua-lipido, se
incrementa la estabilidad de los gldbulos de grasa, evitando asi que ésta salga de la matriz. También se
reporta que la homogenizacién de la leche provoca un aumento en la firmeza y la elasticidad del queso

(Gunasekaran & Ak, 2003).

A pesar de las potenciales aplicaciones de la sonicacién a nivel industrial, hay poca informacién
disponible acerca del efecto de la sonicacién en los productos derivados de la leche y sobre los
pardmetros de proceso de su elaboracion. Por esta razon, y al considerar las desventajas de la
pasteurizacién y el interés en el desarrollo de nuevas tecnologias, este proyecto plantea como objetivo
general determinar el efecto del tiempo de sonicacién sobre distintos parametros de la elaboracion de
queso seco y queso Ricotta. Esto se plantea con el fin de estudiar la viabilidad de sustituir el tratamiento
térmico y obtener productos de mejor calidad sensorial y nutricional segin los beneficios descritos

anteriormente para tratamientos con ultrasonido.

Adicionalmente, se pretende evaluar el efecto antimicrobiano de la combinacidn de la sonicacidn de
la leche cruda con otras etapas del proceso de elaboracién de productos lacteos que impliquen cambios
de pH, calentamiento, disminucién del Aw, entre otras. En el procesamiento del queso seco se realiza
una etapa final de salado, mientras que el queso Ricotta se obtiene por medio de una acidificacién
directa. Ambas condiciones crean un ambiente antagdnico para el crecimiento de microorganismos
(Guinee & Fox, 2004) y podrian evitar que los microorganismos previamente dafiados por el efecto de
cavitacion logren recuperarse y sobrevivir en el producto. En caso de que se obtuviera un producto final
inocuo el ultrasonido podria entonces utilizarse como alternativa al tratamiento térmico. De esta forma
se partiria de una materia prima de mayor calidad nutricional y libre de las alteraciones provocadas por

la pasteurizacidn, obteniendo asi productos de mejor calidad y con valor agregado para el consumidor.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Determinar el efecto del tiempo de sonicacidon de leche cruda sobre distintos pardmetros de

proceso y sobre la calidad e inocuidad durante la elaboracion de queso seco y Ricotta.

2.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre la reduccidon de Escherichia

coli.

e Determinar el efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda en combinacidn con las etapas de

proceso de elaboracién de queso seco y Ricotta sobre el recuento de Escherichia coli.

e Determinar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el rendimiento y la fuerza

de corte del queso seco.

e Determinar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el rendimiento y el perfil de

textura del queso Ricotta.



3. Marco Tedrico
3.1 Laleche y la industria lactea

La leche es la secrecion de las gldndulas mamarias de un mamifero y tiene como objetivo
principal alimentar a su cria. Sin embargo, también es utilizada para consumo humano, ya sea en su
forma liquida o transformada en algun producto derivado como por ejemplo queso, yogurt, helado,

natilla, entre otros (Walstra et al., 2006).

La composicion promedio de la leche se muestra en el Cuadro I, su componente mayoritario es
el agua, en la que se encuentran disueltas sustancias como lactosa y minerales y dispersas sustancias
como grasa y proteinas (Walstra et al., 2006). A pesar del alto contenido de agua, su importancia a nivel
nutricional ha sido ampliamente estudiada y reconocida principalmente por su aporte de calcio,

proteina, potasio, vitamina A, vitamina B;,, riboflavina, niacina y fésforo (Jensen & Kroger, 2006).

Cuadro I. Composicion promedio de la leche de vaca.

Componente Contenido (%)
Agua 85,3-88,7
Grasa 2,5-5,5

Proteina 2,3-4,4
Lactosa 3,8-5,3
Minerales 0,57-0,83

Fuente: Walstra et al., 2006

La proteina de la leche es de alta calidad debido a que contiene los nueve aminodcidos
esenciales. Esta fraccion se considera una mezcla heterogénea conformada por dos tipos de proteina:
las caseinas (80%) y las proteinas del suero (20%). Las primeras son las de mayor relevancia para la
industria quesera y se pueden dividir en cuatro componentes principales: alfa, beta, gamma y kappa. Las
segundas son una fraccion mas heterogénea pero predominan la B-lactoglobulina y la a-lactoalbumina

(Jensen & Kroger, 2006).

En cuanto a los carbohidratos, el azicar predominante es la lactosa que se encuentra
acompafiada por otros compuestos minoritarios como glucosa, galactosa y oligosacaridos. La grasa por
su parte es el componente que le confiere las caracteristicas de sabor, textura y apariencia. Ademas, es

fuente de acidos grasos esenciales y de vitaminas liposolubles (Jensen & Kroger, 2006).



La industria de la leche fluida y productos lacteos es una de las mds importantes a nivel mundial.
En el afio 2012 presenté una produccidén aproximada de 754 millones de toneladas de leche (FAO, 2015),
con India y Estados Unidos dentro de los principales productores. Su importancia radica en que
transforma la leche cruda, alimento altamente perecedero, en productos con mayor vida util, de alta
calidad nutricional y de gran variedad. A nivel mundial existen tres grupos principales a los que se

destina la produccion de leche: leche fluida y fermentados, quesos y leche en polvo (FAO, 2009).

Segun la OECD/FAO (2014) se espera que la produccion mundial de leche presente un
crecimiento de un 1,9 % anual durante la préxima década. El consumo mundial per capita de productos
lacteos para el afio 2012 fue de 109,1 kg de leche, valor que superé en un 7,6 % al consumo reportado
para el afio 2005 (Fresco, 2014). Se estima un aumento anual de 1,2 % a 1,9 % en el consumo per capita
en paises en vias de desarrollo como consecuencia de un aumento en el ingreso econdmico y de las

nuevas tendencias en cuanto a dieta y salud (OECD/FAO, 2014).

En Costa Rica, la produccion de leche presenté un crecimiento del 4 % en el periodo 2012-2013,
alcanzando un valor de 1055 millones de kilogramos (Madriz, 2014). El 70 % de la produccién se
comercializa como leche fluida y en polvo, seguido por un 18 % que se utiliza como materia prima para
la elaboracion de quesos y el restante 12 % se reparte entre productos como helados, mantequilla y
yogurt. Segun la Camara Nacional de Productores de Leche, en el afio 2013, el consumo de productos
lacteos per capita fue de 202 kg (Madriz, 2014), superando casi en un 46 % el consumo per capita

mundial de ese mismo afio.

3.2 Inocuidad de la leche

La leche presenta condiciones éptimas para el crecimiento de diversidad de microorganismos ya
gue tiene un Aw elevado (0,99), una alta calidad nutricional y pH neutro (6,6 — 6,7) (Angelidis, 2015). Su
flora normal se puede clasificar en dos grupos: bacterias de deterioro y bacterias patdgenas. Las de
deterioro liberan enzimas que provocan la hidrdlisis de la lactosa, la grasa y las proteinas, generando asi
sabores y olores desagradables que alteran la calidad de la leche y su idoneidad para ser procesada
(Walstra et al., 2006). Por otra parte, las bacterias patdégenas afectan directamente la salud del
consumidor en diversas formas que seran descritas mds adelante. En consecuencia, la leche debe tener
una buena calidad microbioldgica para asegurar su inocuidad, calidad y aumentar la vida util de los

productos derivados (Walstra et al., 2006).



Las principales fuentes de contaminacién de la leche son el animal, la superficie de la ubre, el
encargado y el equipo de ordefio, la alimentacién del animal y el agua. La leche obtenida asépticamente
presenta recuentos del orden de <100 UFC/mL, pero por lo general el rango es de <1000 UFC/mL a 20

000 UFC/mL (Moatsou & Moschopoulou, 2015).
3.2.1 Pat6genos

La leche ha sido el alimento responsable de un nimero importante de brotes de enfermedad,
especialmente la leche cruda y leche que se contamina posterior a la pasteurizacioén. La flora patégena
puede ser enddgena del animal, del ambiente o del agua y la contaminacion se puede dar desde el

ordefo hasta el procesamiento (Angelidis, 2015; Papademas & Aspri, 2015).
3.2.2 Enfermedades y brotes asociados con el consumo de leche cruda

La leche y sus productos derivados se han visto implicados en casos de enfermedad por su
consumo, lo cual se atribuye principalmente a las caracteristicas de la leche mencionadas anteriormente
y a su alto nivel de consumo a nivel mundial. Por este motivo se han ideado diferentes métodos de
procesamiento para asegurar la inocuidad, por ejemplo la pasteurizacion, el secado, la acidificacion,

entre otros que serdn discutidos mds adelante.

En algunos lugares aln se acostumbra consumir leche cruda y sus productos derivados, es decir,
sin ninguno de los tratamientos mencionados (Papademas & Aspri, 2015). Sin embargo, esta practica
representa un potencial peligro para la salud si no se aplican medidas estrictas de higiene que aseguren
su inocuidad. Por ello, autoridades e instituciones gubernamentales como la FDA y el CDC (2014a)
aconsejan no consumir productos lacteos que no hayan sido pasteurizados o tratados mediante algin

método que asegure la eliminacion de patégenos.

En el afio 2012 se realizé una revision de los casos reportados al CDC sobre brotes asociados con
productos lacteos no pasteurizados en Estados Unidos. El documento reporta que en el periodo 1993-
2006 se presentaron 73 brotes y 1571 casos de los cuales 202 terminaron en hospitalizaciones y dos en
muertes. El 63 % de los brotes fueron provocados por leche cruda y el restante 37 % por queso sin
pasteurizar. Ademas, la totalidad de los brotes fueron causados por bacterias, principalmente
Campylobacter spp. (54 %), Salmonella spp. (22 %), E. coli productor de toxina Shiga (13 %), Brucella spp.
(4 %), Listeria spp. (4 %) y Shigella spp. (3 %) (Langer et al., 2012).



Segun un informe del CDC (2014b), en Estados Unidos se reportaron 81 brotes asociados con
leche cruda durante el periodo 2007-2012 dando como resultado 979 personas afectadas y 73
hospitalizadas. El 81 % de los brotes se presentaron en estados en los que es permitido el consumo de
leche cruda. Los principales microorganismos relacionados fueron Campylobacter, Escherichia coli 0157
y Salmonella. Otros patégenos comunes en leche son Listeria, Yersinia enterocolitica, Mycobacterium,

Staphylococcus, Brucella, Salmonella y Shigella (Walstra et al., 2006; Schmidt, 2008).

3.2.3 Escherichia coli como indicador de inocuidad

La bacteria Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo que forma parte de la familia
Enterobacteriacae. La mayoria de cepas de E. coli son mesdfilas, pueden crecer en un rango de
temperatura 7-50 °C con 37 °C como valor éptimo y de preferencia se desarrollan en medio con un pH
neutro. E. coli tiene la capacidad de fermentar carbohidratos con una consecuente produccién de acido
y gas, principalmente H, y CO,. Ademds, esta bacteria puede fermentar la lactosa a 44 °C,

diferencidandose asi de otros microorganismos como Shigella y Salmonella (Papademas & Aspri, 2015).

Escherichia coli ha sido ampliamente utilizada como un microorganismo indicador, lo cual
significa que su presencia indica que existe la posibilidad de que también estén presentes otros
patdgenos similares y evidencia practicas higiénicas deficientes e inclusive contaminacion fecal (Busta et
al., 2013). Para el caso especifico de la leche, la FDA (2009) menciona que una concentracion de este
bacilo mayor que 100 NMP/g indica condiciones poco sanitarias durante su procesamiento y

contaminacién con materia fecal.

El fundamento de la relacién entre este bacilo y la materia fecal resulta del hecho de que su
habitat normal es el intestino de animales de sangre caliente y le resulta dificil sobrevivir fuera de él, de
ahi que su presencia se relacione con la de otros patégenos de origen entérico y a malas practicas de
higiene. Sin embargo, es importante tener claro que la presencia de E. coli no asegura que haya

presencia de patdgenos en la muestra (Odonkor & Ampofo, 2013).

La determinacion de E. coli como referencia también se ha aplicado para fines diferentes a
indicar contaminacion fecal. Por ejemplo, San Martin et al. (2005) utilizaron la cepa de E. coli ATCC
25922 como indicador para realizar una evaluacidon de resistencia antimicrobiana. Ellos justifican la
escogencia de esta bacteria por ser utilizada frecuentemente en laboratorios como indicador de higiene

y porque se considera que es el mejor indicador entre los microorganismos Gram negativos. Ademas, se



ha utilizado como microorganismo de referencia para modelar las cinéticas de inactivacidn microbiana al
aplicar diferentes tipos de sonicacién (Lee et al., 2009), como indicador en el estudio del efecto de la
fotosonicacion de la leche cruda (Sengiil et al., 2011) y para evaluar el efecto del tratamiento con luz

pulsada en leche (Miller et al., 2012).

Al seleccionar como microorganismo indicador a E. coli se deben tener en cuenta sus
limitaciones. Segun se menciona anteriormente, la presencia de E. coli no asegura que exista presencia
de otros patdgenos en la muestra o que estos exhiban exactamente el mismo comportamiento.
Ademas, E. coli no representa una Unica especie y por lo tanto podria haber presencia de bacterias
coliformes como Proteus y Aerobacter que no tienen relacién con el tracto gastrointestinal (Odonkor &

Ampofo, 2013).
3.2.4 Aseguramiento de la inocuidad de la leche

Por los peligros que podria implicar el consumo de leche cruda para la salud del consumidor se
han desarrollado diferentes tratamientos que aseguren su inocuidad. Los mas populares a nivel mundial
son los tratamientos térmicos, los cuales se basan en la aplicacién de combinaciones de temperatura y
tiempo de calentamiento que permiten alcanzar diferentes niveles de eliminacién de microorganismos
segun la intensidad del tratamiento (Walstra et al., 2006). Ademas, desde hace algunos afios se han
realizado investigaciones acerca de tecnologias alternativas que permitan el aseguramiento de la

inocuidad de alimentos, incluida la leche, sin necesidad de aplicar calor.
3.2.4.1 Tratamientos térmicos

La eleccion del tratamiento térmico a aplicar depende de dos factores principalmente: el nivel
de inactivacién microbiana requerido para obtener un producto inocuo con una vida util determinada y
los cambios en la calidad del producto (color, sabor, aroma, entre otros) (Kelly et al., 2012). Cuanto mas
intenso sea el tratamiento térmico, mayores son los cambios que experimenta la leche en cuanto a su

calidad. A continuacion se describen los tratamientos térmicos mas utilizados a nivel industrial.

El tratamiento térmico mas leve es conocido como termizacion y consiste en un calentamiento
de la leche durante 15 segundos a una temperatura entre 57 y 68 °C (Kelly et al., 2012). El objetivo de
esta operacién es disminuir la poblacién de las bacterias psicrétrofas y asi evitar la produccion de
enzimas lipasas y proteasas resistentes al calor que provocarian el deterioro de la leche (Walstra et al.,

2006). Normalmente, este tratamiento se aplica a leche cruda que vaya a ser almacenada en
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refrigeracién por un periodo de tiempo largo antes de ser utilizada, ya que durante este periodo se

favorece el crecimiento de las psicrétrofas (Kelly et al., 2012).

Por otra parte, la pasteurizacion implica un calentamiento mds intenso y tiene como propdsito la
eliminacion de patdgenos asociados con la leche, entre ellos Mycobacterium tuberculosis, Salmonella
spp., E. coli enteropatogénica, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes.
Adicionalmente se elimina la flora de deterioro conformada por coliformes, bacterias acido lacticas

mesofilas y bacterias psicrotrofas (Walstra et al., 2006).

Las condiciones utilizadas durante la pasteurizacidon pueden variar siempre y cuando se obtenga
un efecto equivalente. Por ejemplo, la pasteurizacién a bajas temperaturas consiste en aplicar un
calentamiento durante 30 minutos a 63 °C o por 15 segundos a 72 °C, mientras que en la pasteurizacién
a altas temperaturas se puede realizar el tratamiento a 89 °C durante 1 segundo o inclusive utilizar
temperaturas mayores a 100 °C (Walstra et al., 2006; USPHS & FDA, 2011). Estos tratamientos fueron
disefiados para lograr la reduccién a niveles seguros del patégeno mas resistente asociado con el

alimento, que en este caso corresponde a Coxiella burnetii (NACMCF, 2004; Keener, 2013).

Walstra et al. (2006) reportan que la pasteurizacion provoca pocos cambios en la composicion
de la leche. Tras una pasteurizacion a baja temperatura, el principal cambio que ocurre es la inactivacidn
de la enzima fosfatasa alcalina. No obstante, el sabor se mantiene comparable al de la leche cruda, no se
da desnaturalizacidon de las proteinas del suero, no hay cambios en su textura y se mantienen sus
propiedades bacteriostaticas (Walstra et al., 2006; Kelly et al., 2012). Sin embargo, al aplicar una
pasteurizacién a alta temperatura la mayoria de propiedades bacteriostdticas se destruyen, se
desnaturaliza una fraccién de las proteinas del suero y se desarrolla un leve sabor a cocido. Por ultimo,
indistintamente del tipo de pasteurizacién, a nivel nutricional no ocurren mayores cambios, excepto por

la pérdida de vitamina C (Walstra et al., 2006).

El tratamiento térmico mas intenso es conocido como esterilizacidn, popularmente llamado UHT
por las siglas en inglés de “Ultra High Temperature”. Mediante la esterilizacién no solo se eliminan las
células vegetativas, sino también esporas que puedan estar presentes en la leche (Manzi & Pizzoferrato,
2006). Comunmente a nivel industrial se aplica un calentamiento a 135 °C durante 3 segundos o
inclusive a 145 °C por un segundo y posteriormente se empaca asépticamente. Como resultado se
obtiene un producto con una vida util de hasta un afio almacenado a temperatura ambiente (Walstra et

al., 2006).
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Las pérdidas provocadas a nivel nutricional por la esterilizacion aumentan respecto a la
pasteurizacién, e inclusive contintan durante el almacenamiento. Las vitaminas B, Bg, By, B;>y C son las
gue se ven mayormente afectadas por el tratamiento, mientras que las vitaminas A y E no presentan
una disminucion al esterilizar la leche. Ademas, en la leche tratada mediante UHT ocurre la reaccion de
Maillard durante el almacenamiento y esto conlleva a una pérdida de lisina. Sin embargo, no se

considera importante puesto que la proteina de la leche tiene lisina en exceso (Walstra et al., 2006).

En relacidon con la calidad sensorial, la leche adquiere un sabor a cocido o esterilizado, cuya
intensidad depende directamente de las condiciones aplicadas durante el tratamiento. Sin embargo, se
reporta que estos sabores disminuyen durante el almacenamiento puesto que son compuestos
sulfurados que se oxidan (Walstra et al., 2006). Ademas, la leche se oscurece levemente debido a la
reaccion de Maillard en la cual se da la formacién de compuestos pardos llamados melanoidinas (Kelly et

al,, 2012).

3.2.4.2 Nuevas tecnologias

Indiscutiblemente, los tratamientos térmicos representan la opcién mas eficiente para la
inactivacién tanto de microorganismos patégenos como de deterioro en productos lacteos, sin embargo
provocan efectos secundarios como modificaciones de color, sabor y a nivel nutricional tal como se
explicé anteriormente (Akdemir, 2015). Dichos efectos contradicen las tendencias actuales de consumo,
ya que el consumidor se informa cada vez mds sobre la calidad de los alimentos y exige a la industria
alimentaria que sus productos mantengan las caracteristicas y la calidad nutricional del alimento antes
de ser procesado. Adicionalmente, existe una creciente demanda por mayor variedad de productos
convenientes que posean una larga vida util. Como resultado, durante los Ultimos afios se han realizado
esfuerzos para desarrollar tecnologias alternativas a los tratamientos térmicos que permitan obtener
productos inocuos y de alta calidad que satisfagan las necesidades mencionadas (Pereira & Vicente,

2010; Singh et al., 2014; Akdemir, 2015).

Dentro de las tecnologias de procesamiento no térmico se encuentra la aplicacion de campos
eléctricos pulsantes, el procesamiento a altas presiones, la ultrasonicacién, la irradiacion con luz
ultravioleta y la irradiacion gamma (Pereira & Vicente, 2010; Singh et al., 2014; Akdemir, 2015). Todas
las anteriores tecnologias se han aplicado al procesamiento de lacteos. También se han realizado
investigaciones sobre el uso de atmdsferas modificadas usando CO, como agente antimicrobiano para

inhibir el crecimiento de bacterias psicrétrofas en leche, queso, yogurt, helado y natilla. La
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microfiltracion también ha mostrado ser exitosa en la reduccién de la poblacién microbiana en leche

cruda. Esta implica un leve calentamiento y por ello mantiene la calidad de la leche (Alvarez & Ji, 2003).

A pesar de las multiples investigaciones y del potencial que tiene la aplicacion de estas
tecnologias, en general no han logrado igualar la eficiencia y efectividad de los tratamientos térmicos.
Algunas requieren la aplicacidn de altas intensidades del tratamiento, repercutiendo negativamente en
la calidad sensorial del alimento (Pereira & Vicente, 2010). Otras se encuentran en las primeras etapas
de desarrollo y ain no cumplen con las regulaciones de la FDA. Como consecuencia, la aplicaciéon de
estas tecnologias depende de la obtenciéon de mayor cantidad de resultados, de la inversidn econdmica

y de la aprobacién legal (Alvarez & Ji, 2003).

Con el fin de potenciar la aplicaciéon de las nuevas tecnologias se ha propuesto combinarlas
entre ellas o inclusive con las tecnologias convencionales para lograr lo que Pereira y Vicente (2010)
Ilaman “Efecto de Barrera”. Este término se refiere a la obtencion de efectos antimicrobianos sinérgicos
que minimicen el impacto en las propiedades sensoriales y nutricionales de los alimentos y que

permitan satisfacer las demandas del consumidor.
3.3 Aplicacién de la sonicacidon en la industria lactea

El desarrollo de aplicaciones del ultrasonido para la industria lactea ha incrementado como
resultado de su aporte positivo a la efectividad de los procesos. Los efectos provocados por la sonicacion
se utilizan en aplicaciones como la ultrafiltracién de suero, la reduccion de la viscosidad, la
homogenizacién de la leche, la produccién de yogurt (Chandrapala et al., 2012; Tiwari & Mason, 2012),

entre otras aplicaciones que serdn descritas mas adelante.
3.3.1 Principio de la sonicacién

El término ultrasonido se refiere a las ondas sonoras que superan la frecuencia audible, es decir,
que tienen una frecuencia de 20 kHz o mds (Chandrapala et al, 2012). Segun la frecuencia, el
ultrasonido se puede clasificar en: ultrasonido de poder (16 — 100 kHz), ultrasonido de alta frecuencia
(100 kHz — 1 MHz) y ultrasonido de diagndstico (1 — 10 MHz) (Patist & Bates, 2008). Adicionalmente,
para clasificar la aplicacién del ultrasonido es necesario conocer la cantidad de energia del campo
acUstico generado. Esta se puede reportar en términos de energia acustica (W), densidad de energia

acUstica (Ws/m?) o intensidad acustica (W/m?), siendo esta tltima la méas comdn (Knorr et al., 2004).
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La ondas ultrasdnicas son generadas por medio de un transductor que convierte la energia
eléctrica en energia sonora (Tiwari & Mason, 2012). Esto es posible mediante el principio de
transformacidn electroestrictiva, que se basa en la deformacién eldstica de materiales ferroeléctricos
dentro de un campo de alta frecuencia eléctrica y que es causada por la atracciéon de moléculas
polarizadas en el campo. Para polarizar las moléculas se transmite una corriente alterna al material
ferroeléctrico mediante dos electrodos. Posteriormente, una vez que la energia se ha convertido en
oscilacion mecdnica, las ondas sonoras se transfieren del transductor a un amplificador que las
transmitird a la sonda que se encuentra en contacto con el medio, en este caso el alimento (Knorr et al.,

2004; Patist & Bates, 2008).

Una vez que las ondas ultrasdnicas pasan a través del medio liquido, se produce un fenémeno
conocido como cavitacion acustica (Chandrapala et al.,, 2012). En este proceso la onda viaja por el medio
en forma de una serie de ciclos de compresién (alta presidn) y rarefaccién (baja presién). Durante la
rarefacciéon se forman vacios o cavidades en el medio, las cuales absorben pequefias cantidades de
vapor disuelto, formando asi las llamadas burbujas de cavitacién. Estas burbujas contintdan creciendo
durante los ciclos sucesivos, ya que la cantidad de vapor que ingresa a la burbuja durante el ciclo de baja
presion (rarefaccién) es mayor a la cantidad de vapor que sale durante la compresion. Finalmente,
cuando las burbujas alcanzan un volumen en el que ya no pueden absorber mds energia, colapsan
violentamente provocando asi la cavitacidon (Patist & Bates, 2008; Chandrapala et al.,, 2012; Tiwari &

Mason, 2012).

El colapso de dichas burbujas genera un calentamiento localizado de aproximadamente 5 500 °C
y presiones en el orden de 50 MPa (Chandrapala et al., 2012; Tiwari & Mason, 2012). Ademas, se
producen fuerzas fisicas violentas, micro-chorros, fuerzas de cizalla y turbulencia (Chandrapala et al,,
2012). Cabe resaltar que en el medio se forman miles de estas burbujas y que, por lo tanto, los efectos

del ultrasonido se atribuyen esencialmente al fenédmeno de la cavitacidon (Tiwari & Mason, 2012).

De acuerdo con lo reportado por Patist & Bates (2008), la frecuencia de las ondas es
inversamente proporcional al tamafio de las burbujas. Por lo tanto, al utilizar bajas frecuencias
(ultrasonido de poder), se generan burbujas de gran tamafo que resultan en mayores temperaturas y

presiones durante la cavitacion.

La aplicacion del ultrasonido en el campo de los alimentos se conoce como sonicacidn y se

divide en dos aplicaciones principales: el analisis de alimentos y el procesamiento de alimentos. Para el
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analisis se utilizan altas frecuencias (5 — 10 MHz), baja intensidad (<1 W cm™) y es un tratamiento no
destructivo. Por el contrario, para el procesamiento se utilizan bajas frecuencias (20 — 100 KHz), alta
intensidad (10 — 1000 W cm™) que pueden provocar cambios fisicos significativos en el alimento a causa

de la cavitacion (Bermudez & Barbosa, 2011; Tiwari & Mason, 2012).

Los cambios fisicos provocados por el ultrasonido de poder se aprovechan en procesos en los
que se requiera el rompimiento del medio sonicado, como por ejemplo: para la inactivacion de
microorganismos, la extraccion de compuestos de células o tejidos y la regulacion de la actividad

enzimatica en alimentos (Bermudez & Barbosa, 2011).
3.3.2 Inactivacién microbiana

La capacidad del ultrasonido para inactivar microorganismos se ha atribuido principalmente a
los efectos de la cavitacidn acustica (Chandrapala et al., 2012). Tiwari & Mason (2012) reportan que éste
fendmeno provoca el debilitamiento y el rompimiento de las células bacterianas a través de tres
factores. El primero es el dafio a la pared celular debido a efectos mecanicos provocados por los
gradientes de presion generados en el colapso de las burbujas. El segundo son las fuerzas de cizalla
generadas por micro-corrientes. Finalmente, el tercero es un ataque quimico a la pared celular por parte
de radicales libres y de perdxido de hidrégeno que se forman durante la cavitacion como producto de la
sondlisis del agua. Otro mecanismo importante es la cavitacion intracelular, que se refiere a choques
micromecanicos que afectan a los componentes estructurales y funcionales de la célula hasta causar la

lisis celular (Tiwari & Mason, 2012).

En un estudio se compard el efecto de un tratamiento térmico y de la sonicacion sobre E. coli
utilizando microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM). Al sonicar las células a 40 °C durante 3
minutos se observod que se produjeron agujeros en la superficie de la célula, los cuales se atribuyeron a
la perforacion de la pared celular y de la membrana citoplasmdtica provocada por las corrientes
generadas durante la cavitacion. También se observaron deformaciones en las paredes celulares y
encogimiento de las células. Ademas, al aumentar la temperatura de sonicacién a 60 °C los dafios
celulares y los cambios morfolégicos fueron mas extensivos. Se determiné también que los dafios no son
uniformes, pues después de los tratamientos se observd que habian células intactas (Tiwari & Mason,

2012).
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Se debe considerar que la inactivacion microbiana depende directa o indirectamente de
variables como la fuente del ultrasonido, la geometria del reactor, la frecuencia y la intensidad. Ademas,
la eficiencia de la inactivacién se afecta por las propiedades del medio, tales como el volumen,
temperatura, viscosidad y la concentracion de gas disuelto. El tipo de bacteria también influye en la
reduccion, pues la sonicacion ha mostrado ser menos efectiva en bacterias Gram-positivas posiblemente

por tener una pared celular mds robusta que las Gram-negativas (Tiwari & Mason, 2012).

Desde hace algunas décadas se han llevado a cabo estudios utilizando la sonicacion para la
inactivaciéon microbiana de especies como Saccharomyces cerevisiae, E. coli, L. monocytogenes,
Salmonella y Shigella en diferentes alimentos. En cuanto a las pruebas realizadas especificamente con
leche se ha utilizado sobre S. aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, E. coli, L. monocytogenes,

Listeria innocua y recuento total de coliformes (Bermudez & Barbosa, 2011).

Por tratarse de una tecnologia de preservacion alternativa y por los resultados obtenidos a nivel
de laboratorio, la sonicacién ha recibido mucha atencidn y se estan llevando a cabo esfuerzos por
aplicarla en la industria ldctea. No obstante, los resultados de los estudios realizados en muchas
matrices hasta la fecha indican que la eficacia de la sonicacidn por si sola para la inactivacion microbiana
es baja e insuficiente. Como resultado, se han disefiado procesos que combinan la sonicacion con otras
tecnologias como altas presiones (manosonicacién), tratamientos térmicos (termosonicacién), alta
presion y temperatura (manotermosonicacién), presién osmotica (osmosonicacion) y luz ultravioleta
(fotosonicacion) con el fin de aumentar su eficacia (Wong et al., 2008; Lee et al., 2009; Arroyo et al.,

2011; Sengil et al., 2011).

Por ejemplo, estudios realizados con L. monocytogenes en leche descremada mostraron que el
valor de reduccién decimal Dgg ¢ disminuyd de 2,1 minutos, al aplicar unicamente el tratamiento
térmico, a 0,3 minutos al combinar el calentamiento con la sonicacion. De igual forma, al estudiar la
inactivacién de E. coli en leche UHT el valor D disminuyd de 77 a 23 segundos como resultado de la
aplicacion de la termosonicacion (Bermudez & Barbosa, 2011). En cuanto a la manotermosonicacién, se
han obtenido reducciones importantes de L. monocytogenes en leche descremada (Bermudez &
Barbosa, 2011). En otro estudio, Lee et al. (2009) observaron que al aplicar un tratamiento térmico a 40,
47 y 54 °C durante 4 minutos la reduccién de E. coli era despreciable, al combinarlo con sonicacion
obtuvieron una reduccidon de aproximadamente 4 log y al utilizar la manotermosonicacion obtuvieron

una reduccion de 5 log en 0,5 minutos.
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Bermudez et al. (2009) realizaron una investigacion para modelar la inactivacion de Listeria
innocua en leche cruda variando la amplitud de onda del ultrasonido y utilizando una temperatura
constante de 63 °C durante 30 minutos. Obtuvieron una reduccién de 5,3 log luego de 30 minutos de
pasteurizacion y una reduccién de 5 log luego de 10 minutos de termosonicacidon, demostrando asi un
efecto sinérgico. En otra investigacién realizada por Sengil et al. (2011) con leche cruda se determiné
gue la fotosonicacién tiene un mayor efecto en la reduccién de bacterias totales y coliformes que al
utilizar las tecnologias por separado. Se realizd6 también un estudio con leche en polvo rehidratada
utilizando Cronobacter sakazakii como indicador y los autores reportaron que se requerian 12 minutos
de tratamiento térmico a 60 °C, 4 minutos de manosonicacion (35 °C; 200 kPa) o 1,8 minutos de
manotermonosonicacion (60 °C; 200 kPa) para garantizar la muerte del 99,99% de C. sakazakii en la

leche (Arroyo et al., 2011).

Otros autores reportan que mediante la termosonicacion se redujo en un 43 % el valor de
reduccién decimal de Staphylococcus aureus en leche cruda en comparacién con utilizar el tratamiento
térmico convencional. También se reporta que la reduccién del recuento total de leche cruda resultd
mayor conforme se aumentd la temperatura del tratamiento de termosonicacion (Tiwari & Mason,

2012).

Por ultimo, para retomar el efecto de la matriz sobre la inactivacion microbiana, se investigo el
efecto del contenido de grasa de la leche sobre la reduccién de Listeria innocua y se obtuvo que la
reduccién disminuyé de 4,5 log a 2,5 log al aumentar el contenido de grasa de 1 % a 3,47 % luego de 30
minutos de sonicacién a 63 °C. Asimismo, se observd que la reduccién de Salmonella en una solucién de
peptonas fue de 2,5 log, mientras que al aplicar las mismas condiciones a una muestra de leche con
chocolate la reduccion fue de 0,1 log. El comportamiento de estos resultados se atribuye al efecto

protector que tiene la grasa sobre los microorganismos (Tiwari & Mason, 2012).

3.3.2.1 Sonicacion como alternativa a la pasteurizaciéon

En el afilo 2002 se le solicitd a la FDA que revisara las tecnologias alternativas de procesamiento
de alimentos y su equivalencia respecto a la pasteurizacién (Keener, 2013). Como resultado, en el afio
2004, el Comité Asesor Nacional sobre Criterios Microbioldgicos para Alimentos de Estados Unidos
(NACMCF) emitié un documento llamado Requisite Scientific Parameters For Establishing The
Equivalence Of Alternative Methods Of Pasteurization (Parametros Cientificos Requeridos para

Establecer la Equivalencia de Métodos Alternativos de Pasteurizacién). En este documento, el NACMCF
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define la pasteurizacidon como cualquier proceso, tratamiento, o combinacion de ambos, que es aplicado
a los alimentos para reducir el microorganismo mas resistente de importancia para la salud publica a un
nivel al que no es probable que represente un riesgo para la salud publica bajo condiciones normales de
distribucién y almacenamiento. Aclara ademads, que la pasteurizacion se puede lograr utilizando
multiples tratamientos que en combinacién logran el resultado esperado, pero que individualmente no

lo hacen (NACMCF, 2004).

El NACMCF (2004) menciona que para equiparar cualquier proceso a la pasteurizacion debe
seguirse un procedimiento de validacion tomando en cuenta el disefio experimental, la sensibilidad y la
especificidad del método utilizado para recuperar el patdégeno, el uso de diferentes cepas de
microorganismos, la reduccidn requerida, la evaluacién de desviaciones de proceso y la uniformidad del
tratamiento, las caracteristicas de la matriz, entre otros factores, asi como un posterior proceso de
verificacion. Incluso, en el caso de algunas tecnologias alternativas, el documento detalla aspectos que
deben tomarse en cuenta para determinar si el tratamiento equivale a una pasteurizacion,
investigaciones necesarias, los microorganismos mas resistentes a cada tecnologia, la informacién
necesaria para la validacidn y la verificacidn y los posibles riesgos provocados al aplicar el tratamiento.
Sin embargo, para el caso del ultrasonido no se encuentra disponible dicha informacién, pero si sefiala
gue se requiere mayor investigacion para escalar la tecnologia a nivel industrial y evidenciar el efecto de

la sonicacién en las propiedades de los alimentos.

Otro aspecto importante, es que el microorganismo mas resistente de importancia para la salud
publica depende del alimento y de la tecnologia utilizada para procesarlo. Por lo tanto, el patégeno con
la mayor resistencia a un tratamiento podria no serlo al aplicarle otro tratamiento, es decir, que la
bacteria mas resistente al tratamiento térmico podria no ser la mas resistente a la sonicacidn. Por ello,
se requiere de mayor investigacion para definir el patégeno de referencia especifico para cada

tecnologia (NACMCF, 2004). En cuanto a la sonicacion, dicho microorganismo aun no ha sido definido.

En el caso de esta investigacidn, se pretende iniciar el estudio del efecto de la sonicacion sobre
la inocuidad de productos lacteos, por ello se utiliza Escherichia coli como un indicador del posible
comportamiento que podrian tener microorganismos patégenos de interés en leche durante el
procesamiento de productos lacteos elaborados a partir de leche sonicada. Adicionalmente, se toma
como referencia la reduccién de 5 logaritmos, valor que pide la FDA para aprobar la pasteurizacidn en

otros alimentos liquidos como los jugos de frutas (FDA, 2001).
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3.3.3 Efectos de la sonicacion sobre la calidad de los lacteos

La sonicacion puede provocar cambios a nivel estructural en los productos lacteos, pues ademds
de afectar las membranas celulares también propicia la alteracién de otros componentes de los
alimentos como la grasa y las proteinas. Esto resulta de interés ya que tiene un impacto directo sobre la

calidad, tanto de la leche como de sus productos derivados y por tal razén ha sido objeto de estudio.

3.3.3.1 Propiedades nutricionales

Hasta ahora la mayoria de estudios relacionados con la inactivaciéon microbiana o enzimatica han
mostrado que la sonicacidén provoca pérdidas de nutrientes minimas. Sin embargo, por tratarse de una
tecnologia emergente aun se requiere de mayor investigacion para asegurar que el producto obtenido
no solamente sea inocuo sino que conserve su calidad nutricional (Bermiddez & Barbosa, 2011;

Chandrapala et al., 2012).

Uno de los efectos relacionados con la sonicacion es la desnaturalizacién de proteinas. Por
ejemplo, se determind una disminucion de 0,26 % en el contenido de proteina entre leche cruda y leche
termosonicada (Bermudez & Barbosa, 2011; Tiwari & Mason, 2012). Una posible explicacién es que
ocurra una desnaturalizacion debido al efecto combinado de la cavitacidén y el tratamiento térmico. Sin
embargo, se cree que la desnaturalizacidn al sonicar la leche Unicamente ocurre al combinarla con calor
(>60 °C), pues en pruebas realizadas con temperaturas menores a 50 °C, el contenido de proteina

soluble no fue diferente a la del control (Bermidez & Barbosa, 2011).

Adicionalmente, en otro estudio se determind un aumento en la capacidad antioxidante de la
leche descremada al someterla a la sonicacién. Se cree que esto es provocado por la ruptura de
estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas. Ademas, el rompimiento de las micelas de caseina
en la leche a causa de la sonicacidn conlleva a un aumento de la caseina presente y esto también tiene

un efecto antioxidante importante (Bermudez & Barbosa, 2011).

En cuanto al impacto sobre las vitaminas y los minerales, la informacién disponible es escasa. Se
ha determinado que al sonicar la leche los cambios en el contenido de calcio no son significativos

(Bermudez & Barbosa, 2011; Shanmugam et al., 2012).
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3.3.3.2 Propiedades fisico-quimicas

Se ha demostrado que la sonicacidén provoca cambios en algunas propiedades fisico-quimicas de
la leche. Uno de los efectos mayormente reportados es el de homogenizacidn. Se ha reportado que los
glébulos grasos de la leche sufren una disminucidon de tamaifio del 81,5 % tras varios segundos de
sonicacion y que el efecto fue alin mayor al combinar el tratamiento con calor. Adicionalmente, la
superficie de los glébulos grasos pasa de ser suave y lisa a rugosa, tal como se observa en la Figura 1

(Bermudez & Barbosa, 2011).

Figura 1. Microscopia electrdnica de barrido de los glébulos grasos de la leche. Las imagenes muestran

(a) laintegridad de un glébulo graso de leche cruda sin procesar; (b) la estructura de un glébulo tratado

térmicamente y (c) gldbulo graso de menor tamafio, roto y rugoso debido a la sonicacion (Bermudez &
Barbosa, 2011).

Como consecuencia de la homogenizacidon también se ha encontrado que conforme incrementa
la intensidad de la sonicacién ocurre un aumento en la luminosidad de la leche y se vuelve mas blanca.
Este fendmeno ocurre porque el color blanco de la leche se debe a que los glébulos de grasa dispersan
la luz, por lo tanto, al reducir su tamafio éstos se vuelven mas homogéneos y se modifica la reflexién de
la luz provocando que el color se vea mas blanco (Bermudez & Barbosa, 2011; Tiwari & Mason, 2012). Se
ha mostrado que incluso luego de 16 dias en refrigeracion el color blanco se mantiene y no ocurre
sinéresis. Esto sugiere que la sonicacion puede mejorar la apariencia de la leche durante su vida util y se
puede acoplar la sonicacion al proceso de pasteurizacion de manera que se homogenice y se asegure la

inocuidad en una sola operacién (Bermudez & Barbosa, 2011).

Otra consecuencia de la homogenizacion de la grasa es el aumento en el contenido de lipidos.
Este cambio ocurre debido a que al reducir el tamafio de los glébulos se produce una salida de

triglicéridos al medio, facilitando asi su extraccién y cuantificacién (Tiwari & Mason, 2012).
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En una investigacion realizada en el afo 2008, se utilizd el ultrasonido para procesar proteinas
del suero y se demostré que estas sufrieron un cambio en su conformacién y estructura, alterando asi su
solubilidad en el agua. La modificacién en la estructura provocd que los aminoacidos hidrofilicos
guedaran en contacto con las moléculas de agua y que por lo tanto aumentara su solubilidad (Bermudez
& Barbosa, 2011). Chandrapala et al. (2012) también reportan estudios en los que se ha demostrado que

la sonicacién mejora la solubilidad y la capacidad de formar espuma de las proteinas séricas.

Se ha estudiado también el efecto de la sonicacidn sobre las enzimas presentes en la leche y se
ha determinado que puede disminuir o inclusive detener la actividad enzimatica. Se reporta que hubo
un efecto sinérgico al inactivar enzimas de la leche mediante termosonicacién a 61, 70y 75 °C. Entre las
enzimas estudiadas se encuentran la fosfatasa alcalina, la lactoperoxidasa, la a-lactalbdmina y la B-
lactoglobulina. Ademads, en otro estudio se determind que conforme aumenta el tiempo de sonicaciéon
de la quimosina, disminuye su actividad durante la formacion de la cuajada (Bermudez & Barbosa,

2011).

Segun Bermudez y Barbosa (2011), la inactivacidon enzimatica ocurre debido a la generacidn de
radicales libres, ya que estos afectan directamente los enlaces disulfuro presentes en las proteinas.
Como evidencia se reportd que luego de los tratamientos de termosonicacidon habia presencia de
perdxido de hidrégeno como consecuencia de la formacién de radicales libres (Bermidez & Barbosa,
2011). Sin embargo, otros autores concluyeron que la inactivacidon enzimatica no ocurre si Unicamente
se aplica la sonicaciéon. Ademds, encontraron que la inactivacién depende del medio y de la enzima

(Tiwari & Mason, 2012).

Por otra parte, la vida util de la leche cruda entera y termosonicada a 63 °C por 30 minutos ha
mostrado ser mas extensa que la de la leche pasteurizada bajo los métodos convencionales. El recuento
de bacterias mesofilas resultdé <2 log;UFC/mL luego de 16 dias de almacenamiento a 4 °C, siempre
tomando en cuenta que el contenido de grasa representa un parametro decisivo en el crecimiento

bacteriano (Bermudez & Barbosa, 2011).

En cuanto a la viscosidad, Bermudez y Barbosa (2011) reportan que en leche fresca la viscosidad
disminuyé de 1,9 mPasa 1,76 y 1,77 mPa s luego de ser sonicada, independientemente de su contenido
de grasa. Este comportamiento se ha justificado basandose en el efecto de reduccion de tamafio de los

glébulos grasos, el cual provoca que la leche fluya con mayor facilidad.
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Otro parametro de calidad en la industria lactea es el pH, que en la leche fresca debe ser
alrededor de 6,7. En el caso de la leche sonicada se obtuvieron valores menores (6,5 y 6,6) para la leche
descremada y leche entera respectivamente. Estos valores no representan cambios significativos en el
pH de la leche, aunque igualmente se han propuesto algunas explicaciones a dicha disminucién. Se dice
gue como la leche estd conformada en gran parte por agua, los radicales libres que se forman a partir de
las moléculas de agua al sonicarla son los responsables de la acidificacién. También, se presume que el
ultrasonido podria promover la actividad de algunas enzimas y acelerar reacciones quimicas que
provoqguen la disminucion del pH. No obstante, ninguna de estas teorias ha sido comprobada (Bermudez

& Barbosa, 2011).

Especificamente en productos derivados se ha demostrado que la homogenizaciéon con
ultrasonido mejora la estabilidad ante el cremado durante el almacenamiento en yogurt y leche.
Ademas, la sonicacién de la leche mejora la viscosidad y aumenta la capacidad de retencién de agua del
yogurt, disminuyendo asi la sinéresis. Estas mejoras estan directamente relacionadas con la estructura
del yogurt, que estad formada por cadenas y agregados de caseina que interactian con las proteinas del
suero para retener el suero y los glébulos de grasa. Adicionalmente, los cambios provocados por el
ultrasonido en la membrana de los gldbulos grasos podria modificar la forma en que éstos interactuan

con ellos mismos y con las proteinas, mejorando asi las propiedades del gel (Chandrapala et al., 2012).

También se ha reportado que los cultivos de leche termosonicada forman el gel a mayores
valores de pH, tienen mayor viscosidad y mayor capacidad de retencion de agua. Se menciona ademas
que la estructura es diferente, similar a la de un panal de abeja y de naturaleza mas porosa
(Chandrapala et al., 2012). Ademas, el tiempo de fermentacion del yogurt disminuye, ya que la
cavitacion estimula la produccién de acido mediante la liberacién de enzimas intracelulares de los

microorganismos y favorece la hidrélisis de la lactosa (Bermudez & Barbosa, 2011).

Otros investigadores han detectado que durante la sonicacién de leche pasteurizada se
producen aromas similares al hule o a gomas asi como la formacién de alquenos como producto de la
oxidacion lipidica. También se ha sefalado que al combinar la sonicacién con los tratamientos térmicos
aumenta la oxidacion lipidica conforme incrementa la sonicacion y el tiempo de almacenamiento (Tiwari

& Mason, 2012).

En relacidon con la elaboracion de queso, se busca reducir el tiempo de endurecimiento y

aumentar el rendimiento, pues este ronda el 10 %. Al sonicar la leche para estudiar el efecto sobre Ia
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actividad proteolitica de las enzimas relacionadas con el cuajo de la leche, se determiné que el
ultrasonido acelera el endurecimiento de la cuajada y que el producto final presenta mayor firmeza
debido a la actividad de las enzimas. Se reporta que el queso fresco producido con leche sonicada
muestra mejores caracteristicas como mayor blancura, mayor dureza, mayor capacidad de retencion de
agua, mayor rendimiento y en general mejor aceptacidn por parte de los consumidores (Bermudez &

Barbosa, 2011).
3.4 Elaboracion de queso

El paso esencial durante la elaboracién de queso es la coagulacién de las proteinas de la leche,
ya sean las caseinas, las proteinas del suero o la combinacidn de ambas. Existen tres principales formas
de lograrlo: mediante enzimas proteoliticas, acidificando hasta el punto isoeléctrico de las proteinas
(pl~4,6) o calentando hasta 90 °C a un pH de 5,2. La primera es la mas popular y la ultima es la utilizada

para la elaboracion de quesos como el Ricotta (Gunasekaran & Ak, 2003).
3.4.1 Coagulacion enzimatica

La coagulacion enzimatica permite precipitar la fraccion proteica compuesta por las micelas de
caseina. Se le llama enzimatica puesto que se logra mediante la adicion de enzimas proteoliticas a la
leche, conocidas como cuajo. La enzima principal es conocida como quimosina y puede ser de origen

animal, vegetal o microbiano (Gunasekaran & Ak, 2003).

Para una mejor comprension de la coagulacidon enzimatica es necesario conocer la estructura de
las micelas de caseina, las cuales se asemejan a una esfera y se componen de varios tipos de caseinas.
Las a y B caseinas son hidrofdbicas y se encuentran en el interior de la estructura rodeadas por la k-
caseina, que cumple una funcion estabilizadora evitando asi que las micelas se aglomeren. Esta
capacidad de estabilizar se debe a que la caseina k esta formada por una parte hidrofdbica (para- k-
caseina) y una parte hidrofilica (glicomacropéptido). El glicomacropéptido sobresale de la micela a
manera de vellosidades, interactia con la fase acuosa y de esta manera estabiliza la micela (Fox &

Guinee, 2013).

Al agregar el cuajo, la quimosina hidroliza el enlace entre la para-k-caseina y el
glicomacropéptido. Esto ocasiona que el péptido se solubilice en la fase acuosa y pierda su capacidad
estabilizadora, provocando entonces que las micelas coagulen conforme avanza la hidrélisis de la k-

caseina (Fox & Guinee, 2013).
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El proceso de la coagulacion ocurre en dos etapas. Durante la primera, los vellos hidrofilicos de
la k-caseina de la micela son hidrolizados. La segunda, inicia una vez que un 85 a 95 % de la k-caseina ha
sido hidrolizada y ocurre la agregacion de las micelas alteradas (para-caseinas) (Gunasekaran & Ak,
2003; Waagner, 2006; Fox & Guinee, 2013). Dicha agregacion ocurre en parte debido a las fuerzas de
van der Waals, sin embargo son insuficientes y por ello resulta necesaria la presencia de iones calcio en
el medio. Estos iones tienen un doble efecto en la coagulacion, disminuyen la repulsion electrostatica
neutralizando las cargas negativas de las micelas y ademds crean enlaces entre sitios negativos de las
paracaseinas. Es por esto que, es una prdctica comun adicionar cloruro de calcio a la leche al momento
de agregar el cuajo, pues acelera la coagulacidn, reduce la cantidad de cuajo necesaria y permite

obtener un gel mas firme (Walstra et al., 2006).

Conforme aumenta el grado de agregaciéon de las micelas, se va formando una red
tridimensional en la que quedan atrapados glébulos de grasa, agua y otros compuestos hidrosolubles
(Gunasekaran & Ak, 2003). Este fendmeno continla hasta que se logran visualizar los agregados,
también conocidos como fléculos. Al tiempo que transcurre desde la adicién del cuajo, hasta que los
agregados puedan ser detectados visualmente se le conoce como tiempo de floculacién o tiempo de

coagulacién (Walstra et al., 2006).

El tiempo de floculacidn se ve afectado por otros factores ademas de la concentracién de Ca*.
Uno de ellos es la temperatura, que debe ser mayor a 18 °C para que ocurra la aglomeracién de las
micelas aun cuando la k-caseina haya sido hidrolizada. Adicionalmente, cuanto mayor sea el contenido
de caseina de la leche, menor sera el tiempo de floculacién. En cuanto al pH, éste afecta la actividad
enzimatica pero no tiene mayor efecto sobre la velocidad de agregacion de las paracaseinas (Walstra et
al., 2006). Otros autores mencionan el efecto de la concentracidn y de la actividad enzimatica, en ambos
casos, un incremento de éstas se reflejara en un menor tiempo de coagulacién y mayor firmeza

(Gunasekaran & Ak, 2003).
3.4.2 Coagulacion acida

La coagulacién acida es utilizada en la fabricacion de menor variedad de quesos, que ademas
son producidos a partir del suero proveniente de la elaboracién de queso por coagulacién enzimatica,
de leche o de una combinacién de suero con leche (Fox & Guinee, 2013). En este caso, el procedimiento
de interés es la coagulacién acida del suero lacteo. El objetivo de este tipo de coagulacion es recuperar

el valor nutricional de las proteinas del suero obtenido como subproducto de la elaboracién de queso
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por coagulacién enzimatica, ya que hasta hace unos afios se descartaba y causaba gran contaminacion

ambiental (Fox et al., 2000).

El procedimiento implica un calentamiento hasta los 90 °C por un tiempo entre 5y 30 minutos y
una posterior acidificacion directa con acido citrico, acético o lactico, hasta que el pH alcance el punto
isoeléctrico de las proteinas, el cual ronda un valor alrededor de 5. Durante la etapa de calentamiento
las proteinas séricas se unen a las caseinas y ademas se desnaturalizan, lo cual las hace insolubles en el
medio y ambas precipitan al acidificar en forma de particulas de diferentes formas y tamafios (Ramesh,

2011).

Las particulas de este tipo de queso son fragiles, permeables y tienen una contractibilidad
reducida. La cuajada que se obtiene es desmenuzable y poco cohesiva, contrario a las caracteristicas de
la cuajada obtenida a partir de la coagulacién enzimatica. Ademads, es una cuajada con mayor porcentaje
de humedad debido a la alta capacidad de ligar agua de las proteinas séricas y no tiene la propiedad de

derretirse (Fox et al., 2000).
3.4.3 Elaboracion de queso seco

Un queso seco o duro se caracteriza principalmente por presentar un contenido de humedad
bajo dentro de un rango de 26-36 %. Algunos tipos de queso que cumplen con esta caracteristica son el
Parmesano y el Romano (Gunasekaran & Ak, 2003). Estos quesos se caracterizan por tener una pasta
duray sin presencia de ojos, su textura tipica se atribuye a la unién de pequefos granulos de cuajada y
al fracturarlo se puede observar cémo se quiebra irregularmente (De Roest, 2000). Estas propiedades
caracteristicas del queso seco son resultado principalmente de las operaciones de corte y coccién (lezzi
et al., 2012). A continuacion se detalla el procesamiento y el efecto de cada etapa sobre el producto

final.
3.4.3.1 Pre-tratamiento de la leche

El paso inicial en la elaboracion de queso es la estandarizacién de la leche, es decir, el ajuste de
la proporcion entre la grasa y la proteina. Esta etapa es de especial importancia en caso de que el
producto deba cumplir con estandares legales en cuanto a su composicidon (Gunasekaran & Ak, 2003).
Posteriormente, se aplica un tratamiento que asegure la inocuidad del producto final mediante Ila

eliminacidon de patdgenos que pudieran estar presentes en la leche, por ejemplo la pasteurizacion
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(Walstra et al., 2006). Sin embargo, a nivel artesanal y en algunos lugares se omite el tratamiento

térmico y se utiliza leche cruda como materia prima para evitar alteraciones de sabor.

3.4.3.2 Adicion de cultivos ldcticos o pre-maduracion

La adicion de cultivos lacticos iniciadores a la leche, tiene como objetivo principal la produccién
de 4cido lactico a partir de la lactosa (Ustunol, 2015). Las bacterias inoculadas provocan ademas diversas
reacciones tanto en la leche como en la cuajada, afectando asi la composicion y las caracteristicas del
qgueso. Por ejemplo, ocurren reacciones proteoliticas, lipoliticas y fermentacién de azlcares. Otro aporte
importante del cultivo es el desarrollo del aroma y el sabor caracteristico del producto, por lo que
resulta indispensable seleccionar el cultivo correcto segun el tipo de queso (Van Hoorde & Van

Landschoot, 2015).

De manera mas especifica, la acidificacion de la leche controla el crecimiento de
microorganismos indeseables como los patégenos y productores de gas. Ademas, modifica el tiempo de
coagulacién enzimatica debido a que el cuajo presenta mayor actividad a un menor pH. También influye
en el pH, en el contenido de fosfato de calcio y en la humedad de la cuajada, pues favorece la sinéresis
(Walstra et al., 2006). Fox & Guinee (2013) reportan que la acidificacién afecta la fuerza del gel de la

cuajada, lo cual tiene un impacto sobre el rendimiento.

Por otra parte, la actividad proteolitica del cultivo afecta las propiedades reolégicas y de textura
del queso, pues se van degradando las caseinas durante el tiempo de almacenamiento. Adicionalmente,
las enzimas peptidasas liberadas a causa de la autolisis celular son responsables de la formacion de

aminodacidos libres que contribuyen al sabor del queso (Waagner, 2006).

Cabe destacar que el efecto sobre el producto depende del tipo de cultivo utilizado. En el
procesamiento del queso seco se utilizan cultivos termdfilos, pues la cuajada experimenta una etapa de
coccion a altas temperaturas (45-55 °C), tal como sera detallado mas adelante. En este caso el cultivo se
compone de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y Lactobacillus

helveticus (Waagner, 2006; Fox & Guinee, 2013; Ustunol, 2015).
3.4.3.3 Coagulacién
La coagulacidn es enzimatica (ver seccion 3.4.1 Coagulacion enzimatica), por lo que una vez que

se ha activado el cultivo iniciador en la leche se agregan el CaCl,y el cuajo a la temperatura dptima de la
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enzima (32-35 °C). Se agita para favorecer una distribucién homogénea y se deja reposar la mezcla hasta

gue se forme la cuajada y sea lo suficientemente firme para cortarla (Waagner, 2006).

Para determinar si la cuajada estd lista para ser cortada se realiza una prueba de corte en cruz.
La prueba consiste en realizar una incisién en forma de cruz y si se observa que las superficies formadas

son lisas y hay salida de suero entonces puede continuarse con la etapa de corte (Torres, 2001).

3.4.3.4 Corte

La operacién de corte tiene como objetivo acelerar la sinéresis mediante el aumento del area
superficial de la cuajada al ser cortada en cubos pequeiios. De esta forma, se reduce la distancia que
debe difundir el suero y se facilita su salida (Gunasekaran & Ak, 2003). Es de esperar entonces que
cuanto mas pequeiio sea el tamafio de los cubos, menor sera la humedad final de la cuajada y por lo
tanto del queso. Para obtener un queso seco el tamafo de los cubos debe ser entre 2 y 5 mm (Waagner,

2006).

El tiempo de corte debe hacerse en el momento preciso. Si se hace antes de tiempo se pierden
solidos, también llamados finos, que migran al suero afectando negativamente el rendimiento. Por otro
lado, si se corta muy tarde mayor cantidad de agua queda atrapada en la cuajada y se modifica la
humedad final del queso (Gunasekaran & Ak, 2003; Walstra et al., 2006). Normalmente esta operacion
se realiza mediante cuchillos o con un instrumento conocido como lira que se compone de alambres

delgados y tiene una forma que se ajusta a la tina quesera (Fox & Guinee, 2013).

3.4.3.5 Coccion

Luego del corte incrementa la salida de suero dando inicio a la sinéresis, fendmeno que se
favorece mediante la agitacion de la mezcla de la cuajada y el suero. Durante este proceso los granulos
se tornan mas firmes como consecuencia de la pérdida de humedad. Al mismo tiempo, por tratarse de
un queso seco, la agitacién incluye un calentamiento, razén por la que a esta etapa se le llama coccion

(Gunasekaran & Ak, 2003; Waagner, 2006).

El proceso de coccidn va a favorecer aun mas la sinéresis, facilitando asi la contraccion de los
granulos. Durante esta etapa resulta fundamental controlar la velocidad de calentamiento, pues si es
muy rapida puede formarse una corteza en la superficie del granulo que va a dificultar la salida del suero

y si es muy lenta la salida de suero podria ser mayor a la deseada porque toma mayor cantidad de
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tiempo alcanzar la temperatura deseada. Los pardmetros caracteristicos durante la coccion del queso
seco son calentar la mezcla del suero con la cuajada hasta alcanzar una temperatura entre los 50 y 56 °C

(Waagner, 2006) y a una velocidad promedio de 4 a 6 °C/min (lezzi et al., 2012; Mucchetti et al., 2014).

Las altas temperaturas (~50 °C) también favorecen la actividad metabdlica de las bacterias
lacticas en la cuajada, situacidn que se traduce un aumento de la sinéresis, pues el descenso del pH

provocado por la produccion de acido lactico favorece la salida del suero (Gunasekaran & Ak, 2003).

3.4.3.6 Pre-prensado y prensado

Una vez que se obtiene la cuajada con el nivel de humedad deseada, se retira una parte del
suero hasta que éste apenas cubra la cuajada y se aplica una ligera presién por un tiempo corto. Este
método de prensado en el suero caliente resulta en un queso de textura cerrada y compacta (Waagner,

2006).

Posteriormente, se retira la cuajada del suero y se coloca en los moldes para continuar con las
operaciones de moldeado y volteo. Durante estas etapas el peso de la cuajada ejerce una fuerza sobre si
misma y continuda el proceso de formacidn del queso mediante la salida de suero y la compactacién de
los granulos de cuajada. El volteo ocurre posterior al moldeado y consiste basicamente en voltear el

molde para que la presidén sea ejercida sobre la otra cara del queso.

Al finalizar el volteado, la cuajada se somete a una presion mayor durante la etapa de prensado.
El prensado ayuda a eliminar suero y a compactar la cuajada de manera que adopte la forma deseada y
se dé la formacién de corteza. El tiempo y la intensidad del prensado tienen un efecto sobre la humedad
final del queso, a menor tiempo y menor presion, mayor sera el contenido de agua (Menz, 2002;

Gunasekaran & Ak, 2003).

3.4.3.7 Oreo

Al haberse formado el queso y antes del salado, es conveniente que el queso pase por una etapa
de oreo en la cual se seca su superficie, se homogeniza el color y se forma una corteza mas duray a la
vez protectora. Para que esto suceda se coloca el queso en un lugar con una ventilacion moderada y una

temperatura controlada (Pardo & Almanza, 2003; Romero del Castillo & Mestres, 2004).
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3.4.3.8 Salado

El salado es una etapa fundamental pues sin ella el queso carece de sabor. Adicionalmente, la sal
tiene un papel importante en cuanto a la textura, la calidad microbioldgica, la regulacién de la actividad
enzimatica y el contenido de humedad (Gunasekaran & Ak, 2003; Waagner, 2006). El queso seco
tomado como referencia para esta investigacion presenta un porcentaje promedio de sal de 5,1 %
(Lorenzini, 1994), el cual es notoriamente alto tomando en cuenta que el contenido de sal en los quesos

se encuentra en un rango de 0,7 a 6 % (Guinee & Fox, 2004).

La operacién de salado se puede realizar de tres formas: salando en seco mediante la adicién de
cristales de sal a la cuajada, frotando los cristales o salmuera en la superficie del queso o sumergiendo el
gueso en salmuera (Gunasekaran & Ak, 2003). Sin embargo, originalmente el queso seco solia salarse
introduciéndolo en camas de sal de manera que quedara totalmente cubierto. Asi, se obtenia un
producto final con un valor bajo de Aw y esto permitia conservarlo por largos periodos de tiempo
cuando no se contaba con un sistema de refrigeracién (Lorenzini, 1994). Lo que ocurre durante el salado
es una transferencia de masa entre el queso y la sal, pues los iones de sodio difunden de la region de
alta concentracién a la de baja concentracién, al mismo tiempo que el agua del queso migra en direccidon
opuesta y abandona el producto. Cuanto mayor sea la concentracién de sal mayor sera la salida de agua
y por lo tanto, el resultado de este método de salado es un producto de baja humedad y muy estable

(Walstra et al., 2006).
3.4.4 Elaboracion de queso Ricotta

El queso Ricotta es un queso blando, sin maduracién y originario de ltalia, en otros paises
latinoamericanos también se conoce como Requesdn. Este queso es obtenido a partir de una
coagulacién acida (ver seccion 3.4.2 Coagulacidn acida) y su principal componente son las proteinas
séricas. La USDA especifica que existen tres tipos de queso Ricotta segun la materia prima de partida:

leche entera, leche semi-descremada y leche descremada o suero (Fox et al., 2000).

Tradicionalmente, el queso Ricotta se producia a partir del suero obtenido de la elaboracién de
queso Mozzarella, sin embargo en la actualidad se produce a partir casi cualquier tipo de suero dulce. En
la literatura se reportan variedad de métodos de elaboracién, pero en general coinciden en que se
realiza una etapa inicial de calentamiento ya sea de la leche, del suero o de una mezcla de ambos a una

temperatura entre los 80 y 90 °C y una posterior acidificacién directa con un acido organico hasta
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alcanzar un pH alrededor de 5. Los 4cidos mas utilizados son el acético, citrico o lactico. Posteriormente,
el precipitado obtenido se deja reposar por un tiempo de 10 a 20 minutos y luego se procede a drenar el
suero resultante utilizando una manta. El proceso de drenado se realiza bajo condiciones de

refrigeracion y se mantiene de esta forma hasta ser empacado (Fox et al., 2000; Johnson, 2001).

El queso Ricotta presenta un contenido de humedad de hasta 80 %, un sabor suave y levemente
acido y es un producto listo para consumo inmediato pues no tiene un periodo de maduracion (Shaw,
1996). Es un producto aceptado no solamente para consumo directo, sino que se utiliza en diferentes
aplicaciones como ingrediente, por ejemplo en la elaboracion de otros quesos para aumentar el

rendimiento y en la produccidn de rellenos para reposteria (Fox et al., 2000).

La sobrevivencia de microorganismos en el producto es baja debido al tratamiento térmico que
experimenta bajo condiciones acidas, por lo que basicamente sélo podrian sobrevivir esporas. Como
resultado, las condiciones higiénicas durante el empaque son de suma importancia. En su mayoria, el
deterioro provocado por crecimiento microbiano en este tipo de queso es causado por Pseudomonas
sp., mohos y levaduras (Johnson, 2001). Su vida atil es aproximadamente de una a tres semanas si ha

sido correctamente empacado y se almacena en refrigeracion (Fox et al., 2000).

3.4.5 Rendimiento quesero

El rendimiento quesero es la suma de materia grasa, proteinas, agua y otros componentes de la
leche transferidos al queso durante el proceso de elaboracidn, es decir, la cantidad de queso obtenida a
partir de una determinada cantidad de leche. Existen diversas formas de expresar el rendimiento, sin
embargo lo mas comun es reportarlo como los kilogramos de queso obtenidos por cada 100 kilogramos
de leche. Otras opciones son: litros de leche por tonelada de queso, kilos de materia seca por 100 kilos
de leche o fraccién de un determinado constituyente (Menz, 2002). El rendimiento es un valor de mucho

interés para los productores, pues serd lo que determine sus ganancias (Walstra et al., 2006).

Algunos autores mencionan que reportar el rendimiento como kilos de queso por kilos de leche
es lo mas conveniente, pues permite notar con mejor precisidn las variaciones del rendimiento y de los
solidos totales de la leche segun la temporada. Por el contrario, otros autores resaltan que esta
expresion dificulta la comparacion entre lotes, pues no toma en cuenta el efecto del contenido de

solidos de la leche sobre el rendimiento (Menz, 2002).
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El rendimiento quesero depende de diversos factores como el contenido de caseina y de grasa
de la leche, la variedad de queso, la composicion final del producto, las etapas del procesamiento y la
manera en que estas se lleven a cabo (Menz, 2002). A continuacidn se detallard el efecto de estos y

otros pardmetros sobre el rendimiento quesero.

Naturalmente, la composicidn de la leche va a afectar el rendimiento quesero, pues los glébulos
grasos, las micelas de caseina y otros solutos son los componentes que forman el queso. Por lo general,
se considera a las caseinas como la fraccion de mayor importancia (Walstra et al., 2006). La composicion
de la leche se ve influenciada por elementos genéticos como la raza, asi como por causas
medioambientales dentro de los que se encuentran la estacidn, el clima, la edad, el estado de gestacidn,

la nutricién, entre otros (Menz, 2002).

La calidad microbioldgica también influye en el rendimiento, debido a que muchas de las
bacterias psicrétrofas que pueden crecer en la leche producen proteasas termo-resistentes (Walstra et
al., 2006; Chandan & Kapoor, 2011). En consecuencia, si ocurre un crecimiento excesivo de estas
bacterias y un almacenamiento prolongado de la leche, la pérdida de rendimiento de proteina puede
alcanzar hasta un 5 %. Para contrarrestar este efecto se deben tener buenas practicas agricolas en finca
y se debe termizar la leche al momento de recibirla en caso de que se vaya a almacenar por un tiempo

mayor a algunas horas antes de la elaboracion de queso (Walstra et al., 2006).

En el caso de las pérdidas durante el procesamiento, estan dadas principalmente por la
velocidad de agitacion, el tamafio y la velocidad del corte de los granos, la temperatura de coccidn, la
separacion del suero, el prensado y el salado (Menz, 2002, Walstra et al., 2006, Chandan & Kapoor,
2011). Todos estos parametros se encuentran estrechamente relacionados con la cantidad de suero que
se remueve de la cuajada, que es la variable mas importante en la determinacién de la composicidn y el

rendimiento del queso pues afecta su humedad final (Walstra et al., 2006).

El corte de la cuajada no solo se relaciona con la salida del suero, sino también con la pérdida de
pequeios fragmentos de la cuajada conocidos como finos, los cuales se desprenden durante el proceso
de corte y posteriormente quedan en el suero pues no se logran recuperar debido a su tamafio.
Ademas, el tiempo de corte debe ser el correcto, pues si la cuajada se corta cuando aun esta muy suave
se puede fragmentar provocando altas pérdidas. De igual forma, si el gel se corta cuando ya esta muy
firme los cubos pueden romperse en vez de cortarse y también ocurren pérdidas de finos (Walstra et al.,

2006).
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Contrario a los casos anteriores, el rendimiento puede incrementar cuando ocurre una
desnaturalizacion de las proteinas séricas, provocada tipicamente por un tratamiento térmico excesivo.
Lo que sucede es que la B-lactoglobulina desnaturalizada interactua con las micelas de caseina y pasa a
formar parte de la cuajada cuando las caseinas coagulan. Otro factor que favorece el rendimiento es la
adicion de cloruro de calcio pues ayuda a la formacion de la cuajada como se menciond anteriormente

(Walstra et al., 2006).

La homogenizacién también puede incrementar el rendimiento, pues provoca la formacion de
glébulos grasos mas pequefios que son recubiertos por micelas de caseina y que en su mayoria pasan a
formar parte de la cuajada. De esta forma, durante el corte y la agitacidn la transferencia de grasa al
suero es menor que en el caso de la leche sin homogenizar y aumenta el rendimiento. Sin embargo, es
poco comun utilizar leche homogenizada para la elaboracién de queso pues en general provoca una

textura y un sabor no deseados como producto del favorecimiento de la lipdlisis (Walstra et al., 2006).
3.4.6 Aseguramiento de la inocuidad de los quesos

El aseguramiento de la inocuidad de un queso inicia desde la correcta obtencidon y manipulacion
de la leche en la finca, de manera que la materia prima sea de excelente calidad microbioldgica, con un
bajo recuento de células somaticas y esté libre de sustancias téxicas y cuerpos extrafios que puedan
atentar contra la salud del consumidor. Durante el procesamiento también deben aplicarse las Buenas
Practicas de Manufactura, se debe controlar la calidad del agua, asegurar una correcta desinfeccidn de

los equipos y condiciones asépticas de empaque y almacenamiento (Lillevang, 2006).

Sumado a lo anterior, como etapas del procesamiento se aplican diversas técnicas o
tratamientos que permiten obtener un producto final inocuo, estable durante el almacenamiento y de
mayor vida util. La mayoria de esos tratamientos tienen ademas un papel importante en el desarrollo de

los atributos sensoriales especificos del queso.

3.4.6.1 Tratamientos térmicos

En la elaboracién de queso se debe utilizar leche tipo A con un recuento total no mayor a 100
000 UFC/mL o tipo B con un recuento no mayor a 300 000 UFC/mL (Johnson, 2001) y debe mantenerse
en refrigeracién hasta el momento en que vaya a ser utilizada (Lillevang, 2006). Sin embargo, a pesar de

las buenas practicas en finca y de la calidad microbiolégica de la leche, ésta normalmente es
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pasteurizada a nivel industrial para asegurar la inocuidad del producto final mediante la eliminacion de

patdégenos (ver Seccién 3.2.4.1 Tratamientos térmicos).

En el caso de quesos duros la etapa de coccidn también se relaciona con la inocuidad pues se
utilizan temperaturas entre 53 y 55 °C por un periodo largo de tiempo de hasta 60 minutos en algunos
quesos. Como resultado puede ocurrir una reduccién de la carga microbiana indeseable al mismo

tiempo que se favorece el crecimiento del cultivo iniciador (Maifreni et al., 2013).
3.4.6.2 Acidificacion

El crecimiento de patdgenos también es inhibido por medio de acidificacién del queso, ya sea
mediante la adiciéon directa de un acido organico o por la produccién de acido lactico provocada por el
cultivo lactico. La combinacién de un bajo pH y la presencia del acido logra inhibir el crecimiento de
patdégenos y de microorganismos de deterioro, especialmente gramnegativos (Lillevang, 2006; Maifreni

etal., 2013).

El efecto antimicrobiano de la acidificacidon se ha atribuido a diversos mecanismos, por ejemplo
a acciones dentro de la célula o en su pared o membrana celular. Sin embargo, el mecanismo mas
evidente es el descenso del pH del medio provocado por el aumento de protones en el medio. Puesto
gue cada especie o cepa tiene un rango de pH éptimo de crecimiento, si el valor cae y resulta menor a
dicho rango el crecimiento se inhibe y el microorganismo eventualmente muere (Stratford & Eklund,

2003).

3.4.6.3 Uso de cultivos protectores

Ademas de acidificar, el cultivo iniciador compite con las bacterias patégenas y produce
bacteriocinas y peréxido de hidrégeno para inhibir su crecimiento (Maifreni et al.,, 2013). Hill (s.f.)
incluso menciona que en su opinidn, el desarrollo adecuado del cultivo lactico tiene la misma
importancia que la pasteurizacidon en lo que respecta a la inocuidad del queso, dejando de lado a los

guesos a los que no se les adiciona cultivo como es el caso del Ricotta.

3.4.6.4 Salado

Mediante la etapa de salado se persiguen dos objetivos que son mejorar el sabor del queso y
aumentar su vida util. El dltimo es posible pues al aumentar la concentracién de sal, incrementa la

interaccion de solutos con el agua y disminuye el Aw, que es el agua disponible en el alimento para el
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crecimiento microbiano y la actividad enzimatica. En consecuencia, cuanto menor sea dicho valor menor
serd la actividad microbiana pues no hay agua disponible para los procesos bioquimicos de la célula
(Davidson & Critzer, 2012). Los Unicos microorganismos patégenos de importancia en quesos que

podrian resistir a estas condiciones son S. aureus y Listeria monocytogenes (Lillevang, 2006).

3.4.6.5 Refrigeracion

Las bajas temperaturas causan un descenso e incluso pueden detener el crecimiento
microbiano, evitando asi el desarrollo de microorganismos de deterioro o patdgenos. Durante la etapa
de almacenamiento y maduracion es necesario controlar la relacion entre el tiempo y la temperatura,
pues podria favorecer el crecimiento microbiano. Por ello, la temperatura durante este proceso debe ser
la mas baja posible contemplando que no se altere la calidad sensorial del queso (Lillevang, 2006). En
quesos suaves, como lo es el Ricotta, la refrigeraciéon es indispensable pues su alto contenido de

humedad es favorable para los microorganismos (Walstra et al., 2006).

3.4.7 Parametros de calidad

La calidad del queso es influenciada por su composicién, principalmente por su porcentaje de
humedad, también por la concentracion de sal, el pH y el contenido graso (Gunasekaran & Ak, 2003; Fox
& Guinee, 2013). Los principales parametros de calidad de un queso son su apariencia, sabor, textura,
funcionalidad, calidad microbioldgica y valor nutricional. La apariencia incluye el color y la presencia o
ausencia, segun sea el tipo de queso, de mohos u ojos. La funcionalidad se refiere a atributos como por
ejemplo la elasticidad o la capacidad de derretir o de ser rallado, caracteristicas importantes al usar el

gueso como ingrediente (Fox & Guinee, 2013).

3.4.7.1 Textura

Algunos autores consideran que la textura es el atributo mas importante pues la apariencia
general y la sensacidon bucal del queso se aprecian antes que el sabor (Gunasekaran & Ak, 2003;
Muthukumarappan & Karunanithy, 2010; Sdnchez & Pérez, 2012). La Organizacién Internacional de
Normalizacién (I1SO) define la textura de un alimento como todos los atributos reoldgicos y estructurales
del alimento que son perceptibles por medio de receptores mecdanicos, tactiles y, cuando sea apropiado,
visuales y auditivos (Gunasekaran & Ak, 2003). Este atributo es percibido por el consumidor como la
respuesta muscular a la tension ejercida sobre el queso, por ejemplo al rebanarlo, doblarlo, morderlo o

masticarlo y a lo que percibe visualmente. La respuesta sensorial es resultado de la interaccion de la
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parte microestructural y macroestructural, donde la primera se refiere al arreglo de los componentes de

la cuajaday el segundo al acomodo de los trozos de cuajada para formar el queso (Fox & Guinee, 2013).

Diversos factores durante la elaboracién del queso tienen un impacto sobre la textura del queso,
especialmente los que definen la humedad, la acidez y el pH, pues incluso pequefias variaciones pueden
provocar algunos cambios. El efecto del contenido de grasa también ha sido estudiado y se concluyé que
la textura de quesos con mayor porcentaje de grasa tiene mayor aceptacién que los reducidos en grasa.
Lo que sucede es que la grasa y el agua tienden a debilitar la estructura proteica disminuyendo su grado
de compactacién, por lo tanto, un queso con mayor contenido graso es mas suave. Sin embargo, adn no
esta claro el efecto de la humedad y por lo tanto se dice que la textura del queso depende mayormente

de la matriz proteica y no del contenido de humedad (Gunasekaran & Ak, 2003).

La textura se puede medir por medio de un panel sensorial entrenado, sin embargo, debido al
costo, a la subjetividad y a la dificultad de conformar un panel de este tipo lo que se realiza
regularmente son mediciones instrumentales (Gunasekaran & Ak, 2003; Fox & Guinee, 2013). A nivel
sensorial la textura comprende muchos atributos y no es posible medirlos todos mediante un
instrumento, no obstante, la medicidén de algunas caracteristicas mecdnicas se correlacionan de buena

forma con atributos sensoriales (Gunasekaran & Ak, 2003).

Por ejemplo, los métodos imitativos permiten realizar mediciones mecanicas que pretenden
imitar la evaluacion sensorial de una persona. Dentro de este grupo, uno de los métodos mas aceptados
es conocido como TPA (Analisis del Perfil de Textura). Esta prueba comprende una doble compresién del
alimento, de manera que se simulen los primeros dos mordiscos durante la masticacién del alimento.
Los dos mordiscos o compresiones pueden estar separados por un tiempo de espera y en general la
muestra se comprime a un 70 % o mas de su tamafo original para simular el mordisco (Gunasekaran &
Ak, 2003; Muthukumarappan & Karunanithy, 2010). Como resultado del TPA se obtiene una curva que
permite determinar los pardmetros que se muestran en el Cuadro Il, todos ellos han mostrado tener una
buena correlacién con la evaluacién sensorial, sin embargo el instrumento tiene ciertas limitaciones
pues no se replica la interaccion entre el alimento y los tejidos de la boca y los dedos (Gunasekaran &

Ak, 2003; Muthukumarappan & Karunanithy, 2010).
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Cuadro Il. Pardmetros determinados mediante el andlisis de perfil de textura (TPA).

Parametro Definicién
. Trabajo necesario para superar las fuerzas de atraccién entre la
Adhesividad o ) o )
superficie de un alimento y la superficie de otro material
Cohesividad Fuerza de los enlaces internos que componen al alimentos
Dureza Fuerza necesaria para lograr una determinada deformacion
lasticidad Velocidad a la cual un alimento deformado regresa a su forma
Flasticida original luego de remover la fuerza deformante
Gomosidad Energia necesaria para desintegrar un alimentos semi-sélido
Masticabilidad Energia necesaria para masticar un alimento sélido

Fuente: O’Callaghan et al., 2004

La prueba de corte es otra medicién comun en quesos, consiste en determinar la fuerza y
energia necesarias para que una cuchilla logre atravesar la muestra y comprende la fractura,
deformacidn plastica y friccién del queso. Esta prueba es facil de realizar, requiere de trozos pequefios
de muestra y lo mds importante es que se asemeja a la percepcion que el consumidor tendria al dar la

mordida con los dientes frontales (Gunasekaran & Ak, 2003).

3.5 Necesidades de investigacion sobre el uso de sonicacion en el procesamiento de

lacteos

La implementacién de la sonicacién en la industria de los lacteos tiene gran potencial debido a
su impacto a nivel microbiolégico, funcional y de proceso. Es una tecnologia que puede escalarse a nivel
industrial y con la capacidad de mejorar la calidad del producto, incrementar la eficiencia del proceso y
reducir los costos de operacién de manera que el retorno sobre la inversion sea atractivo a nivel

industrial (Patist & Bates, 2008).

Bermudez y Barbosa (2011) recomiendan ahondar en la investigacién sobre el efecto de la
sonicacidon en el procesamiento de queso pues se ha demostrado que tiene un efecto sobre las
caracteristicas de este producto. Resulta necesario ademds ampliar la investigaciéon a distintos tipos de
qgueso, pues el impacto de la sonicacién podria ser dependiente de los pardmetros de procesamiento.
De igual forma, Tiwari y Mason (2012) concluyen que se requiere de mayor investigacion sobre el efecto
combinado del ultrasonido con otras tecnologias para el procesamiento de alimentos y que debe estar

enfocado en el escalamiento a nivel industrial.
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Es el interés de esta investigacion aportar informacidn acerca del efecto de la sonicacidn sobre
pardmetros de proceso, calidad e inocuidad durante la elaboracién de dos tipos de queso. Ademas,
pretende evaluar el efecto combinado de la sonicacidén con otras etapas de proceso como el salado, la
acidificacion y la coccidn o desuerado para determinar si hay un efecto sinérgico sobre la reduccion de la
carga microbiana en el producto, esto con el objetivo de implementar esta tecnologia a nivel industrial

como alternativa a la aplicacion de tratamientos térmicos.
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4. Materiales y métodos
4.1 Localizaciéon

Las pruebas experimentales de esta investigacidon se realizaron en los laboratorios de
microbiologia y quimica del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA) y en el
laboratorio de quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos, ambos ubicados en la Sede Rodrigo

Facio de la Universidad de Costa Rica.
4.2 Materias primas

Para la realizacién de las pruebas experimentales se utilizd leche de vaca, cruda, entera y sin
homogenizar. Su composicidon promedio fue de 3,62 % de grasa, 3,24 % de proteina y 8,43 % de sélidos
no grasos. La leche fue adquirida en una finca ubicada en la zona de El Carmen de Guadalupe,
Goicoechea, San José y se almacené en refrigeracién desde el ordeiio. Se procurd que la leche no tuviera

mas de 24 horas de haber sido ordefiada al momento de ser utilizada.

Para la elaboracidon del queso seco se utilizd el cuajo Chymax Extra y el cultivo SA500
(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y Lactobacillus helveticus),
ambos de la casa Chr. Hansen y cloruro de calcio, materiales adquiridos por medio de ASEAL S.A. En el
caso del queso Ricotta, se utilizd acido citrico grado alimentario del proveedor Insumos Quimicos y

Servicios de Costa Rica S.R.L. Para el salado de ambos quesos se utilizé sal comercial.
4.3 Manejo del cultivo y preparacion del in6culo

Se utilizdé la cepa Escherichia coli ATCC 25922, la cual es aerobia, se utiliza regularmente para
ensayos de sensibilidad a antibidticos y fue aislada originalmente de una muestra clinica humana en
Seattle, Estados Unidos (Minogue et al., 2014; ATCC, 2015). La cepa se tomd de la bacterioteca del
Laboratorio de Microbiologia del CITA. Para activarla se rayd en Agar Estandar y se incubd a 35 °C de 16

a 24 horas antes de la realizacion de los experimentos con el fin de obtener colonias puras.

Se prepard el indculo utilizando como referencia el estandar de Mc Farland N° 2 para obtener
una carga aproximada de 8 log,;o UFC/mL. Se siguid el procedimiento descrito por Marsik (2011), el cual
consistié en colocar una asada del cultivo activado en 10 mL de solucién salina al 0,9 % y mezclar

utilizando un vortex hasta que la asada se dispersara completamente. Posteriormente, se colocé el
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estandar al lado del inéculo contra una tarjeta blanca con lineas negras y se compard la turbidez
observando las lineas negras a través de la suspensién. En caso de que la turbidez no fuera igual en
ambos tubos, se dispersaron mds asadas del cultivo hasta alcanzar la turbidez del estdndar de Mc

Farland.

4.4 Inoculacion de la muestra

Para inocular la muestra se tomd como referencia el procedimiento descrito por Marsik (2011),
el cual consistié en tomar una alicuota del inéculo preparado (10,00 mL) y distribuirlo homogéneamente
mediante agitacion magnética en una masa o volumen conocido de leche (240,00 g o mL) segun el

objetivo correspondiente para obtener una carga aproximada entre 6 y 7 log,o UFC/g o mL.

4.5 Sonicacion de la muestra

Para los tratamientos de sonicacién se utilizd el sistema mostrado en la Figura 2. El sistema
consistié en un bafio de hielo (A) que permitié mantener la temperatura de la muestra entre (20-23) + 2
°C durante el tratamiento. La leche inoculada se colocd en un beaker (B) y se recirculd de manera
continua con un flujo constante de 2,25 mL/s hasta la celda del sonicador (E) mediante una bomba
peristaltica Masterflex (D) (Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, IL). La celda era de acero
inoxidable y contenia una sonda ultrasénica de 13 mm de didametro ubicada en el centro (H). El tiempo
de sonicacién y la amplitud se programaron en el controlador ultrasénico CP-750 (Cole-Parmer
Instrument Company, Vernon Hills, IL) (G). Durante todo el proceso se mantuvo la muestra con agitacion

magnética a una velocidad de 260 rpm.

La muestra se sonicd el tiempo correspondiente a cada tratamiento con una frecuencia
constante de 20 kHz, una amplitud de 40 % y una entrada de energia de 50 W que corresponde a 0,83
W/mL. Para cada tratamiento se utilizaron mangueras previamente autoclavadas y la celda y la sonda se
desinfectaron con una solucién de cloro con una concentracién de 150 ppm. Luego de la desinfeccidn se

realizaron enjuagues con agua para eliminar el cloro remanente en el equipo.
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Bano de hielo
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Termémetro
Bomba peristaltica
Celda del sonicador
Convertidor ultrasénico
Controlador ultrasénico
Sonda ultrasénica
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Figura 2. Diagrama del sistema continuo de sonicacion (Wong, 2008).

4.6 Elaboracion de queso seco

Para elaborar el queso seco se siguié un procedimiento adaptado de Lorenzini (1994). Las
modificaciones realizadas al procedimiento original se llevaron a cabo con el objetivo de obtener un
producto a escala de laboratorio que presentara las mismas caracteristicas que un queso realizado a
nivel industrial, tomando como principal pardametro el porcentaje de humedad caracteristico del queso
seco. Los cambios realizados implicaron principalmente reducciones en los tiempos de algunas
operaciones como el desuerado, el prensado y el salado. Se utilizaron 250 g de leche cruda como

materia primay se siguié el proceso mostrado en el Figura 3 y descrito a continuacion:

Descripcion del proceso
1. Recepcion de la leche: se mide el pH utilizando un pHmetro, se observa el color, se evalua el
olor sensorialmente y se realiza un andlisis con el equipo Ekomilk para determinar la

composicion de la materia prima.

2. Sonicacion: se opera el equipo a 40 % de amplitud, con una frecuencia de 20 kHz y una potencia
de 0,83 W/mL. Se mantiene la leche a una temperatura maxima de 25 °C y se sonica el tiempo
qgue corresponda segun el tratamiento. El flujo volumétrico de leche se mantiene constante

durante esta etapa.
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10.

11.

12.

13.

Pre-maduracidn: se agrega el cultivo lactico y se mantiene la temperatura de la leche entre 25 y

27 °C durante 20 minutos para que se adapte al medio e inicie la produccion de acido lactico.

Coagulacion: se calienta la leche hasta que alcance una temperatura de 35 °C, posteriormente
se agrega el cloruro de calcio y el cuajo a la leche segun la dosis recomendada por el fabricante y
se agita para distribuirlos homogéneamente en la leche. Se mantiene la leche en reposo hasta
que finalice el tiempo de coagulacion, el cual se define mediante una prueba de corte en cruz

con cuchillo.

Corte: se procede a cortar la cuajada con ayuda de un cuchillo y un alambre en forma de L en

cubos pequenos de aproximadamente 3 mm de lado.

Desuerado 1: se agita constantemente y se calienta la mezcla hasta alcanzar una temperatura
entre 44 y 46 °C. El calentamiento debe ser gradual (4 °C /min) para evitar la formacién de una

corteza y asegurar la maxima salida de suero de la cuajada.

Desuerado 2: se retira una cantidad de suero tal que los granos queden apenas cubiertos. Se

eleva la temperatura a 50 °C y se mantiene una agitacion constante durante 5 minutos.

Pre-prensado: se retira la cantidad de suero necesaria para que la cuajada vuelva a quedar

apenas cubierta y se ejerce una ligera presién de 0,10 kg/cm?” durante 5 minutos.

Moldeado: se corta la cuajada pre-prensada en cuatro partes iguales y se coloca en el molde
procurando que se mantenga lo mas integra posible, es decir, evitando que se fragmente.

Posteriormente, se deja la cuajada en reposo durante 20 minutos.

Volteado: se voltea el molde que contiene la cuajada de manera que la parte inferior de la

cuajada quede ahora arriba y se deja reposar por 20 minutos.

Prensado: se coloca el molde en la prensay se ejerce una presion de 0,31 kg/cm? por un tiempo

de 5 horas de manera que se compacte la cuajada y se forme el queso.

Oreo: se coloca el queso en refrigeracidon por un tiempo de 45 minutos con el objetivo se secar

la superficie del queso.

Salado: se coloca el queso en un beaker de manera que quede totalmente recubierto de sal y se

mantiene a una temperatura entre 20-25 °C durante 2 dias.
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Leche cruda

v

RECIBO
Ekomilk, pH, sensorial

|

SONICACION
Amplitud 40%,20 kHz,
0,83 W/mL, T: 20 °C

v

. PRE-MADURACION
Cultivo SAS00. ——>/ 1 i, T: 25-27 °C, t: 20min

v

COAGULACION
CaCl, y cuajo —» Beaker, bafio agua caliente,
T:35°C

v

CORTE
Cuchillo, cubos de 3 mm

v

DESUERADO 1
Plantilla, agitacién manual,
4 °C/min, T: 44-46 °C

!

DESUERADO 2
Plantilla, agitacion manual, —»  Suero
T:50°C, t: 5 min

v

PRE-PRENSADO
0,010 kg/cm?, t: 5min > Suero

.

MOLDEADO
Moldes cilindricos, t: 20 min

!

VOLTEADO
Moldes cilindricos, t: 20 min

|

PRENSADO
Prensa, 0,31 kg/cm?t: 5 h

;

OREO
Céamara de refrigeracion,
t: 45 min, T: 4 °C

SALADO
Sal —> Cama de sal, T: 20 °C,
t: 2 dias

.

Queso seco

Figura 3. Flujo de proceso de la elaboracién de queso seco.



4.7 Elaboracion de queso Ricotta

Para elaborar el queso Ricotta se utilizd6 como materia prima el suero obtenido como
subproducto del procesamiento del queso seco descrito en la Figura 3. El proceso se realizé a nivel de
laboratorio tomando como referencia el procedimiento descrito por Fox et al. (2000) tal como se

muestra en la Figura 4 y se detalla a continuacion:

Suero lacteo

|

ACIDIFICACION
Acido citrico 5 % (m/v) —>| Agitacién, T: 90 °C,
hasta pH 5

FLOCULACION
Reposo, t: 15 min

y
DESUERADO

Por gravedad, manta de nylon, —» Suero
T:4-5°C, t: 24 h

4

SALADO
Mezclado manual, 2 % m/m

Sal —>

4

ALMACENAMIENTO
T:4-5°C,t:24h

i

Queso Ricotta

Figura 4. Flujo de proceso de la elaboracién de queso Ricotta.

Descripcion de proceso
1. Acidificacion: se calienta el suero y una vez que alcanza los 90 °C se acidifica agregando acido

citrico 5 % (m/v) con agitacion constante hasta un pH de 5,0.

2. Floculacidén: una vez terminado el tratamiento térmico se deja en reposo la mezcla durante 15

minutos para favorecer la precipitacién de las proteinas.

3. Desuerado: se procede a separar el precipitado manualmente mediante un colador y una manta
de nylon con el fin de remover el suero y evitar pérdidas. Luego, se deja desuerar el queso en el

colador durante 24 horas en refrigeracién.
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4. Salado: se pesa el producto final, se adiciona sal comun al 2 % (m/m), se mezcla con una

cuchara y se coloca en un recipiente.
5. Almacenamiento: se almacena el producto en refrigeracion por un periodo de 24 horas.

4.8 Determinacion del recuento de Escherichia coli

Se tomd6 como referencia el procedimiento descrito en el Bacteriological Analytical Manual
(Maturin & Peeler, 2001) para realizar un recuento total aerobio por plateo y se adapté utilizando agar

Mac Conkey como medio selectivo para E. coli. El procedimiento realizado se detalla a continuacién:

a) Se colocd el volumen o la masa de producto segln correspondiera en una bolsa de Stomacher y
se agregd agua peptonada estéril al 0,1% hasta obtener una dilucién decimal de la cantidad de
producto determinada.

b) Se homogenizd la mezcla durante 1 minuto en el Stomacher.

c) Se realizaron diluciones decimales de la muestra utilizando agua peptonada estéril al 0,1 %, se
platearon por vaciado en agar Mac Conkey y se incubaron a 35 °C por 48 horas.

d) Se contaron las colonias tipicas de E. Coli, las cuales se observaron como colonias rosadas o

rojas. El recuento se expresé como log;o UFC/mL.
En el caso del recuento del inéculo de E. coli se realizaron Unicamente los pasos Cy D.

4.9 Determinacion del rendimiento de la elaboraciéon de queso

Tanto en el caso del queso seco como en el del queso Ricotta, se determind la masa inicial de
leche o suero segun correspondiera y la masa del producto final obtenido seguin los procedimientos
descritos en las secciones 4.6 y 4.7 respectivamente. Las mediciones de dichas masas se realizaron
mediante una balanza granataria (Ohaus, modelo Pioneer PA 3102). Posteriormente se calculd el

rendimiento como gramos de queso/100 gramos de leche o suero.
4.10 Determinacion de la fuerza de corte del queso seco

Se determind la fuerza de corte del queso seco utilizando el texturémetro TA.XT Plus. Los
pardmetros de medicién se definieron tomando como referencia el procedimiento descrito por Jaster et
al. (2014). Se utilizé el extremo filoso de la cuchilla, una velocidad de 0,8 mm/s y una distancia de corte

de 15,0 mm. La medicién se realizo sin alterar la forma o tamafio de las muestras, las cuales eran quesos
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cilindricos de 32 mm de didmetro y aproximadamente 25 mm de altura. Los quesos se encontraban
almacenados en refrigeracion (5 °C) y se colocaron en un ambiente a 20 °C por un periodo de una hora

antes de la medicion.
4.11 Determinacion del perfil de textura del queso Ricotta

Se determiné el perfil de textura del queso Ricotta utilizando el texturémetro TA.XT Plus. Se
tomé como referencia el experimento disefiado por Prudencio et al. (2014) para la determinacion de la
fuerza de compresion uniaxial en el mismo tipo de queso. Para la prueba se utilizé una celda cilindrica
de 25 mm de diametro, una velocidad de 1 mm/s y una compresion de 12,5 mm. Durante la medicién
las muestras se encontraban contenidas en un recipiente plastico de 30 mm de didmetro y se

mantuvieron almacenadas a 5 °C hasta el momento de realizar la prueba.

4.12 Determinacion de la humedad del queso Ricotta
Se determind segun el método AOAC 926.08 (AOAC, 2012).
4.13 Determinacion de la grasa del queso seco
Se determind segln el método AOAC 974.09 (AOAC, 2012).
4.14 Analisis estadisticos

Para realizar todos los analisis estadisticos que se detallaran a continuacion se utilizé el paquete
estadistico JMP 5.0.1.2. Se trabajo a un nivel de significancia del 5%. Cuando se encontraron efectos
significativos se reportd la probabilidad asociada (p), mientras que para efectos no significativos se

reporté la potencia de prueba (1-B).

4.15 Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la

reduccion de Escherichia coli

Se aplicé un disefio de bloques al azar con el tiempo de sonicacion como unico factor (0, 15, 30,
45 y 60 minutos) para evaluar su efecto sobre la reduccidn logaritmica de E. coli. Para esto se inoculd la
leche, se sonicé y se realizd un recuento de E. coli inmediatamente después del tratamiento. El
experimento se realizo por triplicado con tres lotes de leche (cada bloque fue conformado por cada uno

de los tres lotes de leche). La reduccion logaritmica se calculé de la siguiente forma:

Reduccion 1,4(UFC/g) = log recuento inicial — log recuento final
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Para analizar los resultados obtenidos se realizé un andlisis de regresidon tomando el tiempo de
sonicacidon como factor continuo para evaluar la significancia de la tendencia del recuento de E. coli en

funcidn del tiempo de sonicacidn.

4.16 Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de la leche cruda en
combinacion con las etapas de proceso de elaboracion de queso seco y Ricotta sobre

el recuento de Escherichia coli

Se aplicé un disefio de bloques al azar con un arreglo factorial 4 x 4 para evaluar el efecto del
tiempo de sonicacién (0, 20, 40 y 60 minutos) como factor nominal y de las etapas de proceso (leche
sonicada, queso pre-prensado, suero 1y queso seco) sobre la reduccidn de Escherichia coli en el queso
seco. El experimento se realizd por triplicado con tres lotes de leche (cada bloque fue conformado por
cada uno de los lotes de materia prima). Para esto se inoculd la leche, se sonicd, se elaboré el queso

seco y se realizé un recuento de E. coli a los productos mencionados anteriormente.

La reduccidn logaritmica se calculd de la siguiente forma:
Reduccion 1,4(UFC/g) = log recuento inicial de la leche — log recuento del producto

Para el andlisis estadistico se realizd un anadlisis de varianza (ANDEVA) con el objetivo de
determinar la significancia de los efectos simples (tiempo y etapa de proceso) y su interaccién sobre el
recuento de E. coli. En caso de encontrar diferencias significativas se realizé una comparacién de medias
por medio de la prueba de Tukey (95 % de confianza). A diferencia del analisis de datos de la Seccidn
4.15, en el que se tomd el tiempo de sonicacidon como factor continuo para evaluar su efecto sobre la
tendencia en la reduccién de E. coli, en este caso el tiempo se tomd como factor nominal con el objetivo

de determinar si existia diferencia entre los tiempos de sonicacién y asi poder seleccionar el éptimo.

Respecto al queso Ricotta éste se elabord partiendo del suero obtenido del proceso del queso
seco y se realizaron los recuentos de E. coli a los productos correspondientes (fléculos, suero 2 y queso
Ricotta). Cada tratamiento se realizd por triplicado con tres lotes de leche. En este caso, la reduccién de
E. coli obtenida fue total debido a que dicho proceso conlleva una etapa de calentamiento fuerte (90 °C)
capaz de inactivar a la bacteria aun sin el efecto de la sonicacién. Por esta razén, se excluyeron estos
resultados del analisis estadistico, pues provocarian que se determinara que el efecto de la combinacién

de la sonicacién con las etapas de proceso resultara significativo cuando en realidad pudo ser a causa
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del tratamiento térmico por si solo. Como Unico resultado se reportd el promedio de las reducciones

obtenidas para cada producto asociado segun el tiempo de sonicacién.

En la Figura 5 se observa el flujo de proceso de los dos quesos mencionados a partir de la leche

cruda y mediante las flechas punteadas se indican los momentos en los que se muestred para realizar el

recuento microbioldgico.

Leche cruda

v

RECIBO
Ekomilk, pH, sensorial

;

SONICACION
Amplitud 40%,20 kHz,
0,83 W/mL, T: 20 °C

v

Cultivo SA500 —»>

PRE-MADURACION
Plantilla, T: 25-27 °C, t: 20min

v

CaCl, y cuajo —

COAGULACION
Beaker, bafio agua caliente,
T:35°C

v

CORTE
Cuchillo, cubos de 3 mm

v

DESUERADO 1
Plantilla, agitaciéon manual,
4 °C/min, T: 44-46 °C

;

Sal

DESUERADO 2
Plantilla, agitacion manual,
T:50°C, t: 5 min

—>» Suerol

v

PRE-PRENSADO

—>» Suero 1l

0,010 kg/cm?, t: 5min

v

MOLDEADO
Moldes cilindricos, t: 20 min

Acido citrico
5 % (m/v)

|

VOLTEADO
Moldes cilindricos, t: 20 min

;

PRENSADO
Prensa, 0,31 kg/cm? t: 5 h

OREO
Céamara de refrigeracion,
t: 45 min, T: 4°C

Sal

SALADO
Cama de sal, T: 20 °C,

t: 2 dias
v
Queso seco

ACIDIFICACION
Agitacion, T: 90 °C,
hasta pH 5

]

FLOCULACION
Reposo, t: 15 min

DESUERADO
Por gravedad, manta de nylon,
T:4-5°C,t:24h

—» Suero 2

!

—>

SALADO
Mezclado manual, 2 % m/m

!

ALMACENAMIENTO
T:4-5°C,t:24 h

v
Queso Ricotta

Figura 5. Flujo de proceso del queso seco y queso Ricotta
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4.17 Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el

rendimiento y la fuerza de corte del queso seco

Para evaluar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el rendimiento, y la fuerza
de corte en el queso seco resultante se aplicd un disefio de bloques al azar con el tiempo de tratamiento
(0, 20, 40 y 60 minutos) como Unico factor. Para esto se sonicé la leche y a partir de ella se elaboré el
queso. El rendimiento y la fuerza de corte se midieron al obtener el producto final. Para la
determinacion de ambos parametros se realizaron cinco repeticiones independientes de cada medicién

utilizando 5 lotes de leche (cada bloque fue conformado por cada uno de los lotes de materia prima).

El analisis estadistico se realizé mediante un ANDEVA con el fin de determinar la significancia del
efecto del tiempo de sonicaciéon de leche cruda como factor continuo sobre el rendimiento y la fuerza de

corte del queso seco.

Adicionalmente, por su relacién con el rendimiento y la textura del queso seco, se evalud el
efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el contenido de grasa del producto final aplicando
un disefio de bloques al azar con el tiempo de tratamiento (0, 20, 40 y 60 minutos) como Unico factor. Se
determind el porcentaje de grasa mediante el método de Babcock para tres de los cinco lotes (cada

bloque fue conformado por cada uno de los lotes de materia prima).

El analisis estadistico se realizé mediante un ANDEVA con el fin de determinar la significancia del
efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda como factor continuo sobre el contenido de grasa del

queso seco.

4.18 Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el

rendimiento y el perfil de textura del queso Ricotta

Para evaluar el efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda sobre el rendimiento y el perfil
de textura del queso Ricotta se aplicé un disefio de bloques al azar unifactorial, tomando el tiempo de
sonicacién (0, 20, 40 y 60 minutos) como factor continuo. Para esto se elabord el queso Ricotta
partiendo del suero obtenido de la elaboracién del queso seco y se determiné el rendimiento y el perfil
de textura al obtener el producto final. Tanto para la determinacién del rendimiento como para la
medicion del perfil de textura se realizaron cinco repeticiones con 5 lotes de materia prima (cada bloque

fue conformado por el lote de leche).
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El andlisis estadistico consistié en un ANDEVA con el fin de determinar la significancia del efecto
del tiempo de sonicacidn de leche cruda como factor continuo sobre el rendimiento y el perfil de textura

del queso Ricotta.

Ademas, por su posible influencia sobre el rendimiento y la textura del queso Ricotta, se
determind el porcentaje de humedad del producto final aplicando un disefio de bloques al azar con el
tiempo de tratamiento (0, 20, 40 y 60 minutos) como Unico factor. Se realizaron cinco repeticiones con

cinco lotes de leche (cada bloque fue conformado por cada uno de los lotes de materia prima).

El analisis estadistico se realizé mediante un ANDEVA con el fin de determinar la significancia del
efecto del tiempo de sonicacién de leche cruda como factor continuo sobre el contenido de humedad

del queso Ricotta.
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5. Resultados y discusion

5.1. Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre la

reduccion de Escherichia coli.

Se evalud el efecto del tiempo de sonicacion sobre la reduccién de Escherichia coli en leche

cruda. A continuacion, en la Figura 6, se muestra el comportamiento obtenido segun el tiempo de

tratamiento aplicado.

Reduccién (log1l0UFC/mL)

20 30 40 50 70

Tiempo de sonicacion (min)

Figura 6. Reduccidén de E. coli en leche cruda en funcién del tiempo de sonicacion.

Se observa en la figura anterior, que conforme aumentd el tiempo de sonicacién, la reduccidn
logaritmica de E. coli incrementd (p=0,0008). Este comportamiento coincide con lo esperado, pues ha
sido ampliamente reportado que el tiempo de sonicacidén es uno de los parametros con mayor influencia
sobre el nivel de eficacia de la sonicacién para inactivar microorganismos (Piyasena et al., 2003; Chemat
et al., 2011; Tiwari & Mason, 2012). El efecto de reduccidon microbiana se atribuye al fendmeno de
cavitacion, cuyo mecanismo principal es el dafio a la estructura celular de la bacteria mediante fuerzas
de cizalla, cambios de presidn y ataques quimicos por medio de radicales libres y perdxido de hidrégeno
(Tiwari & Mason, 2012). El resultado que se genera es que cuanto mayor es el tiempo de exposicién del
microorganismo a estas condiciones, mas severos son los dafios en su estructura y mayor es la

inactivacién microbiana.
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La tendencia descrita no es el Unico aspecto importante, sino también la magnitud de la
reduccion obtenida, pues de ello depende inicialmente la factibilidad de aplicar la sonicacién como
tratamiento alternativo a la pasteurizacion de la leche. En este caso, la reduccién logaritmica promedio
obtenida fue de 0,95 log;oUFC/mL al aplicar un tratamiento de 60 minutos, mostrando asi que bajo las
condiciones aplicadas no fue posible alcanzar 5 log;UFC/mL de reduccién, tomando en cuenta que esta
es la magnitud exigida por la FDA para que una pasteurizacion alternativa sea aprobada en otros
alimentos liquidos (FDA, 2001; Keener, 2013). Este resultado podria deberse a que la mayoria de
microorganismos muestran mayor sensibilidad a los efectos de la sonicacién a temperaturas mayores a
50 °C, mientras que a temperaturas de sub-letalidad, como las aplicadas en este caso, la sonicacion

resulta poco eficaz (Knorr et al., 2004, Arroyo et al., 2011; Sengiil et al., 2011).

Estudios similares también reportan reducciones inferiores a 5 log;,QUFC/mL al sonicar a
temperaturas menores a 50 °C. Por ejemplo, Herceg et al. (2012) evaluaron el efecto de la sonicacién a
20 °C sobre E. coli en leche cruda con un 4 % de grasa y la mayor reduccién alcanzada fue de 2,49
log,oUFC/mL al sonicar la muestra por un tiempo de 12 minutos, con una amplitud de 120 um, una
potencia de 600 W y una frecuencia de 20 kHz. Por otra parte, Sengll et al. (2011) obtuvieron una
reduccion logaritmica de coliformes de 4,01 log;QUFC/mL al sonicar leche cruda durante 15 minutos a
temperaturas menores a 30 °C. Sin embargo utilizaron una frecuencia de 24 kHz, una potencia de 240
W, una sonda de 22 mm y menor cantidad de muestra que en este caso, lo cual podria explicar que el
efecto haya sido mayor al de esta investigacidn. Por ultimo, Jelicic et al. (2012) reportaron una reduccién
de coliformes de aproximadamente 0,2 log;oUFC/mL luego de sonicar una muestra de suero lacteo por 8
minutos a 20 °C y a 35 °C, mientras que al precalentar la muestra a 55 °C, la reduccién microbiana
incrementd a aproximadamente 1,7 log;UFC/mL y el resultado fue atribuido al efecto sinérgico de la

cavitacion y la temperatura.

Resulta importante resaltar el efecto de la composicién de la matriz, especialmente de la
fraccidon grasa, pues es una posible causa de la resistencia de las bacterias al ultrasonido. Arroyo et al.
(2011) reportaron que al evaluar la inactivacién de Cronobacter sakazakii mediante sonicacion, la
bacteria mostré mayor resistencia al tratamiento de sonicacion en leche en polvo rehidratada que al
encontrarse en un buffer de pH 7. De la misma forma, se determind que en el caso de Listeria innocua y
de Salmonella la reduccién logaritmica obtenida es hasta dos unidades menor al sonicar la leche cuando
se aumenta su contenido graso. Algunos autores atribuyen este comportamiento al efecto protector

gue tiene la grasa sobre los microorganismos (Bermudez et al., 2009; Tiwari & Mason, 2012).
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Ademas del efecto protector, la grasa lactea aumenta la viscosidad de la matriz y esto repercute
negativamente en la eficacia de la sonicacion (Akdemir, 2015). Las ondas pierden energia al viajar por un
medio viscoso, pues experimentan una mayor resistencia para fluir y como resultado disminuye la
cavitacion (Mulet et al., 2002; Patist & Bates, 2008). Tomando en cuenta que la inactivacién microbiana
ocurre como consecuencia de la cavitacidn, es de esperar entonces que en fluidos viscosos la reduccidn
microbiana sea menor. Dicho efecto fue corroborado en un estudio en el que la reduccidn de Salmonella
typhimurium en caldo infusidn cerebro corazén fue >3 log,QUFC/mL, en leche descremada fue de 2,5
logio0UFC/mL y en huevo liquido fue <1 log,oUFC/mL al sonicar las muestras por 30 minutos a una
temperatura entre 40-50 °C (Piyasena et al., 2003). Por lo tanto, el contenido promedio de grasa (3,62%)
de la muestra pudo provocar que su viscosidad afectara negativamente la eficacia de la sonicacidn bajo

las condiciones aplicadas en esta investigacion.

De acuerdo con la tendencia observada en la Figura 6 podria considerarse aumentar el tiempo
de sonicacidn para determinar si se alcanzan los 5 log;UFC/mL de reduccién deseados. Sin embargo,
incluso un tratamiento de 60 minutos no resulta atractivo a nivel industrial debido a las implicaciones
negativas sobre la eficiencia de los procesos (Lee et al., 2009), tomando en cuenta que existen
tratamientos térmicos (pasteurizacion y UHT) y alternativos (microfiltracién) que alcanzan las
reducciones requeridas en periodos menores, incluso en pocos segundos. Por lo tanto, se considerd que
la sonicacién de leche cruda llevada a cabo bajo las condiciones de esta investigacion (20 kHz, 0,83
W/mL y 2,25 mL/s) y de acuerdo con la sobrevivencia de E. coli, no resulta aplicable industrialmente

como alternativa a la pasteurizacion.

5.2 Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de la leche cruda en
combinacion con las etapas de proceso de elaboracion de queso seco y Ricotta sobre

el recuento de Escherichia coli

Para evaluar el efecto combinado de la sonicacién con las etapas de proceso se realizaron
recuentos de E. coli durante diferentes etapas del procesamiento de ambos quesos, con el fin de
determinar en qué momento ocurria una mayor reduccion y asociarlo con las operaciones involucradas.
En el Cuadro Ill se muestran las reducciones obtenidas para cada producto segin el tiempo de

sonicacion de la leche utilizada como materia prima.
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Cuadro lll. Reduccién logaritmica de E. coli en diferentes productos intermedios y en el producto final
del procesamiento de queso seco y queso Ricotta segun el tiempo de sonicacién aplicado a la leche
utilizada como materia prima.

Tiempo Reduccion (log10 UFC/g)
sonlc?cmn Le.c e Queso Suero 1 Queso seco Fléculos Suero 2 Q'ueso
(min) sonicada pre-prensado Ricotta
0 -0,12 £ 0,06 0,0£0,7 0,5+0,6 0,2+0,9 > 4,82 > 4,82 > 4,82
20 0,0+£0,3 0,7+0,8 0,5+0,5 1,0+1,0 >4,81 >4,81 > 4,81
40 0,5+0,3 1,3+0,8 0,9+0,6 1,0+1,0 > 4,82 > 4,82 > 4,82
60 1,0+£0,6 2,0£1,0 1,5+0,5 2,6+0,1 >4,81 >4,81 > 4,81

Los valores mostrados en el Cuadro Il para el caso del suero 2, los fléculos y el queso Ricotta
corresponden a la reduccién total de la bacteria en los tres productos. Dicho resultado se atribuyd
principalmente a la etapa de calentamiento a 90 °C que se realiza en la elaboracion del queso Ricotta y a
la cual se encuentran asociados estos tres productos. Es decir, que dicho calentamiento junto con las
demads etapas de procesamiento provocan una reduccién total y por ello no se diferencié el aporte de
los diferentes tiempos de sonicacién en la reduccién de E. coli. Por esta razén, estas reducciones no se
incluyeron en el andlisis estadistico realizado para determinar el efecto combinado del tiempo de
sonicacidn con las etapas de proceso sobre la reduccidn de la bacteria, sino que solo se analizaron los

datos de los productos intermedios y el producto final del proceso del queso seco.

Al analizar los datos el Cuadro Ill correspondientes a la elaboracién del queso seco se determiné
gue las etapas de proceso no tuvieron un efecto significativo sobre la reduccién de E. coli (p=0,0819, 1-
B=1). Unicamente el incremento en el tiempo de sonicacién provocé un aumento en la reduccién de E.
coli durante el proceso de elaboracion del queso (p<0,0001) y su efecto resulté independiente de las
etapas del proceso (p=07130, 1-B=1). Por lo tanto, en el Cuadro IV se muestra la reduccién promedio de

E. coli obtenida en el procesamiento del queso seco segun el tiempo de sonicacién de la leche cruda.

Cuadro IV. Reduccion promedio de E. coli en el procesamiento de queso seco segln el tiempo de
sonicacidn de la leche cruda.

Tiempo de sonicacion (min) Reduccidn (log,,UFC/g)
0 0,0+0,3°
20 0,5%0,3™
40 0,9t0,4°
60 1,8+0,5°

*Promedios con letras diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0,05)
**E| promedio y los limites de confianza fueron calculados con los datos correspondientes a
las 3 repeticiones de los 4 productos asociados al queso seco.
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De acuerdo con los resultados del Cuadro IV, se observa que la reduccidn de E. coli al utilizar la
leche sin sonicar fue significativamente menor que las demds y que el tratamiento de 60 minutos
presenté la mayor reduccidn y fue significativamente diferente de los demas tratamientos.
Nuevamente, el efecto del tiempo de sonicacion sobre la inactivacion microbiana se atribuye a que
cuanto mayor es la exposicién de los microorganismos a la cavitacién, mayores son los dafios que

experimentan (Piyasena et al., 2003; Chemat et al., 2011; Tiwari & Mason, 2012).

Se determiné también que bajo las condiciones de proceso utilizadas no se obtuvo la reduccion
de 5 logaritmos de E. coli. Segun se observa en el Cuadro 1V, la mayor reduccién promedio alcanzada fue
de alrededor de dos logaritmos mediante el tratamiento de 60 minutos, mostrando asi que el efecto
combinado de la sonicacién con otras etapas de proceso no fue suficiente como para asegurar la
inocuidad del queso seco. Sin embargo, puede rescatarse que la reduccién fue mayor en comparacién al
resultado obtenido en la leche cruda, donde el valor maximo fue de alrededor de un logaritmo (ver

Figura 6).

A pesar de no haber encontrado diferencia significativa en la reduccién de E. coli respecto a las

etapas del proceso seleccionadas, el aumento en la reduccién en comparacion con la obtenida en la

leche se puede relacionar con las operaciones involucradas. Las células microbianas previamente
afectadas por los efectos de la cavitacidn, podrian no haberse recuperado y morir debido a las
condiciones adversas a las que se expusieron durante las etapas de procesamiento posteriores. Entre
estas etapas podrian destacarse los procesos de desuerado que implican un proceso de calentamiento y
qgue a pesar de alcanzar una temperatura maxima de solo 50 °C, podrian afectar a células que ya

presentaran algun dafio.

El proceso de salado también pudo haber contribuido en la reduccion de E. coli, pues al
disminuir el Aw del queso las bacterias mueren (Davidson & Critzer, 2012) y cuanto mayor sea el tiempo
de exposicidn de los microorganismos a dicha condicion, mayor es la muerte celular. Por lo tanto, podria
suceder que durante el almacenamiento del queso seco se obtengan mayores reducciones microbianas
qgue las observadas en este estudio. Este efecto fue estudiado por Wong et al. (2008), quienes
demostraron que el tiempo de almacenamiento aumenta la reduccion de Salmonella spp. en jugo de
naranja sonicado y posteriormente concentrado mediante la adicidon de una solucién de sacarosa con el

fin de disminuir el Aw del medio, tratamiento al que los autores llamaron “osmosonicacion”.
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A pesar de que los resultados obtenidos bajo las condiciones utilizadas no aseguraron la
inocuidad del queso seco, aspecto prioritario en el procesamiento de alimentos, se evalué el efecto del
tiempo de sonicacion en otros pardmetros asociados a su elaboracion. Esto pues la sonicacion también
ha mostrado tener implicaciones positivas en otras operaciones asociadas al procesamiento de

alimentos como por ejemplo emulsificacidn, cristalizacion y filtracion (Chandrapala et al., 2012).

5.3 Determinacion el efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el

rendimiento y la fuerza de corte del queso seco.
5.3.1 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el rendimiento

Se evalud el efecto de la sonicacion sobre el rendimiento de la elaboracién del queso seco y los
resultados se muestran en la Figura 7. Se puede apreciar que la relacion de queso obtenido por cada 100

gramos de leche utilizada aumenté conforme aumenté el tiempo de sonicacion (p<0,0001).

10.00
9.00
8.00
7.00

6.00

Rendimiento (g queso/100 g leche)

5.00
0 20 40 60

Tiempo de sonicacion (min)

Figura 7. Rendimiento de la elaboracién de queso seco en funcidn del tiempo de sonicacidn de la leche
utilizada como materia prima.

Este efecto de la sonicacién sobre el rendimiento quesero ha sido reportado anteriormente
para el caso del queso fresco, en el que el rendimiento fue casi el doble respecto al control (Bermidez &
Barbosa, 2011). Las posibles causas del aumento en dicho indicador son diversas y varian segun el autor,
sin embargo, en su mayoria se encuentran asociadas con cambios estructurales provocados por la

cavitacion a los glébulos grasos y a las diferentes fracciones proteicas de la leche.
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El primer factor es la homogenizacion de la grasa, pues al disminuir el tamafio de los gldbulos
grasos se da la formacidn de nueva area superficial que posteriormente sera recubierta por micelas de
caseina. Este aumento de los puntos de interaccién grasa-caseina favorece el agrupamiento tanto de
caseinas como de proteinas séricas, fortaleciendo asi la red proteica formada durante la elaboracién de
gueso e incrementando el rendimiento (Cameron et al., 2009; Bermudez & Barbosa, 2011; Marchesini et
al., 2012; Sfakianakis & Tzia, 2014). Ademas, Bermudez y Barbosa (2011) mencionan que la fraccién
hidrofilica de las caseinas que queda expuesta al medio liga moléculas de agua que también contribuyen

a laformacién de una red de proteinas, grasa y suero mds compacta.

Adicionalmente, la homogenizacién y el consecuente fortalecimiento de la red proteica también
inhiben la salida de grasa de la cuajada durante el procesamiento del queso, pues ésta se encuentra
homogéneamente distribuida y fuertemente ligada a los demds componentes (Gunasekaran & Ak, 2003;
Walstra et al., 2006). Este efecto fue comprobado mediante la determinacién del porcentaje de grasa
del queso seco obtenido. Segun se observa en la Figura 8, conforme aumenté el tiempo de sonicacién el
porcentaje de grasa fue significativamente mayor (p=0,0011) y por lo tanto, se considera como otra
posible causa del aumento del rendimiento. Cabe destacar también, que cuanto mayor fue el tiempo de

sonicacidn, menor fue la exudacidn de grasa del queso seco tras el proceso de salado.
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Figura 8. Porcentaje de grasa del queso seco segln el tiempo de sonicacion de la leche utilizada como
materia prima.

Respecto al efecto en las proteinas séricas, se ha reportado que el ultrasonido ocasiona

alteraciones en su conformaciéon que aumentan su capacidad de unirse a las caseinas, de manera que
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durante la coagulacién de la leche una mayor cantidad de proteinas del suero quedan ocluidas en la
cuajada y aumenta el rendimiento (Sfakianakis & Tzia, 2014). Shanmugam et al. (2012) evidenciaron lo
anterior analizando el cambio en la concentracion de caseinas y proteinas del suero en la fase acuosa de
la leche descremada segun el tiempo de sonicacidn. Estos autores determinaron que la cantidad de B-
lactoglobulina y a-lactalbimina, proteinas séricas mayoritarias en la leche, disminuia significativamente
en el suero hasta los 30 minutos de tratamiento. El resultado lo atribuyeron a la desnaturalizacion de las

proteinas del suero y a la formacion de agregados con otras proteinas séricas y con las caseinas.

De manera contraria, otros investigadores reportan que la sonicacién por si sola no
desnaturalizé la B-lactoglobulina ni la a-lactoalbimina en leche descremada a temperaturas entre los 20
°Cy 40 °C, pero si observaron un efecto mejorador sobre los geles formados al producir yogurt con dicha
leche (Nguyen & Anema, 2010). Por otra parte, Gllseren et al. (2007) estudiaron el efecto de la
sonicacidn sobre la albumina sérica bovina y determinaron que la proteina no se desnaturalizdé por
completo, pero si sufri6 cambios estructurales que aumentaban su susceptibilidad al tratamiento
térmico y que el efecto fue mayor conforme incrementé el tiempo de sonicacién. Dichas observaciones
sugieren que durante las etapas de calentamiento en la elaboracién del queso seco, las proteinas séricas
previamente afectadas por la sonicacién, pudieron haber precipitado junto con las caseinas aumentando

asi el rendimiento.

Se ha demostrado también que las proteinas séricas tienen mayor capacidad de retencion de
agua luego de tratamientos de sonicacién, comportamiento al que también podria atribuirse el aumento
en el rendimiento (Barbosa & Bermudez, 2011). Segln Glilseren et al. (2007) el ultrasonido aumentaba
la hidrofobicidad y la carga superficial de la albumina sérica bovina. Por otra parte, Kresic et al. (2008)
determinaron que la sonicacién provoca cambios conformacionales en las proteinas de concentrados y
aislados de suero lacteo, causando que las partes hidrofilicas de los aminodcidos del interior queden

expuestas al medio acuoso.

En relacidn con los efectos descritos anteriormente, cabe destacar que durante la elaboracién
del queso seco, conforme aumentd el tiempo de sonicacidn de la leche, disminuyé la cantidad de suero
obtenida. De manera especifica, el suero proveniente de la leche control representé aproximadamente
el 84 % de la masa inicial de leche, mientras que tras una sonicacién por 60 minutos, dicho porcentaje

disminuyé a un 75 %. Este comportamiento podria entonces relacionarse con la mayor capacidad de
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retencién de agua por parte de la estructura proteica, a un menor contenido de proteinas séricas en el

suero y a una menor cantidad de grasa liberada por la cuajada.

Adicionalmente, durante la elaboracion del queso se observé que la turbidez del suero obtenido
disminuyd conforme aumentd el tiempo de sonicacidn, tal como se puede apreciar en la Figura 9. De
manera cualitativa, cuanto mayor fue el tiempo de sonicacién menor fue la cantidad de particulas

suspendidas en el suero y se observé menos blancuzco y mas amarillento.

Figura 9. Suero obtenido de la elaboracidn del queso seco segun el tiempo de sonicacién de la leche
cruda: a) 0 minutos, b) 20 minutos, c) 40 minutos y d) 60 minutos.

Este mismo comportamiento fue descrito por Shanmugam et al. (2012), quienes observaron una
disminuciéon en la turbidez del fluido supernatante obtenido al centrifugar muestras de leche
previamente expuestas a diferentes tiempos de sonicacidn. Los investigadores determinaron que las
caseinas y los agregados de caseina-proteina sérica presentes en el supernantante disminuyeron
conforme aumento el tiempo de sonicacién. Dicho efecto fue atribuido a una reagregacion de caseinas
libres a las micelas de caseinas por efecto de las fuerzas mecanicas de la cavitacién, asi también como a
la interacciéon de las proteinas del suero y sus agregados con las micelas de caseina, coincidiendo con los

efectos descritos en los parrafos anteriores.

El incremento en el rendimiento del queso seco podria tener un impacto positivo a nivel
industrial pues conllevaria a un aumento en las ganancias de la industria quesera. Por lo cual seria
importante determinar un tiempo de sonicacidn en el que se obtenga un mayor rendimiento tomando
en cuenta el consumo energético necesario. Sin embargo, antes de implementar ésta tecnologia a nivel
industrial resulta importante realizar una evaluacién sensorial y de vida util al queso, pues la
homogenizacion de la grasa favorece el proceso de lipdlisis y podrian generarse olores y sabores
desagradables asociados con la hidrdlisis lipidica (Waagner, 2006; Walstra et al., 2006). Ademas, la
sonicacidn podria causar cambios en otras caracteristicas del producto que provoquen una alteracion en

la aceptacion por parte del consumidor, ya sea positiva o negativamente.
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5.3.2 Efecto del tiempo de sonicacion sobre la fuerza de corte

En la Figura 10 se observa el comportamiento de la fuerza necesaria para cortar el queso seco
segun el tiempo de sonicacién de la leche. Se determind que conforme aumentd el tiempo de sonicacion
disminuyé la dureza del queso (p<0,0001), pues la fuerza de corte resulté menor.
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Figura 10. Fuerza de corte del queso seco en funcion del tiempo de sonicacién de la leche utilizada como
materia prima.

La disminucién de la fuerza de corte pudo ser producto de la homogenizacion de la leche. Esto

pudo darse especificamente por el aumento en la cantidad de gldbulos grasos, el mayor porcentaje de

grasa en el queso y la mayor retencién de agua por parte de la estructura proteica (Gunasekaran & Ak,

2003).

En cuanto al efecto de la distribucién y el tamafio de los gldbulos de grasa, se han obtenido
resultados contradictorios en otras investigaciones. Algunos autores han determinado que la
distribucién homogénea de pequeiios gldbulos de grasa genera mas puntos débiles dentro de la matriz
del queso, pues éstos interfieren en la formacidn de enlaces entre las cadenas proteicas, provocando un
debilitamiento de la estructura. De manera contraria, se ha reportado que al disminuir el tamafo de los
glébulos grasos disminuye el rompimiento de la matriz de caseina y aumenta la firmeza del queso, pues
al haber mayor drea superficial recubierta de caseinas hay mayor estabilizacién e interaccion entre las

proteinas y se obtiene una estructura mas firme (O'Riordan et al., 2011). Sin embargo, de acuerdo con

59



los resultados de este estudio, pareciera que lo que ocurrié fue un debilitamiento de la estructura y por

ello disminuyd la fuerza de corte.

Ademas del posible efecto de la distribucion y el tamafo de los glébulos grasos, debe
considerarse que el porcentaje de grasa del queso también tiene influencia sobre la textura. Al
aumentar el contenido de grasa se obtiene un queso mas suave debido a una disminucién en la
proporcién de proteinas, al debilitamiento de la estructura y a su efecto lubricante (Gunasekaran & Ak,
2003; Lawrence et al., 2004). Segln se menciond anteriormente (Seccion 5.3.1 Efecto del tiempo de
sonicacidn sobre el rendimiento), en este caso se determind que la sonicacién aumenté el contenido de
grasa retenida en el queso y esto podria explicar la disminucién en la fuerza de corte observada en la

Figura 10.

Por ultimo, el posible aumento en la capacidad de retener agua por parte de la estructura
proteica también podria ser una causa de la disminucién de la fuerza de corte, pues el agua también

debilita |la red de proteinas (Gunasekaran & Ak, 2003; Lawrence et al., 2004).

El cambio en la dureza del queso seco es un factor que debe tomarse en consideracién, pues la
alteracion en la textura de un alimento podria tener un impacto a nivel de consumidor. En este caso
podria alterar el nivel de agrado, pues cada tipo de queso estd asociado con una textura caracteristica e
inclusive se considera que este atributo es uno de los principales indicadores de calidad (Gunasekaran &

Ak, 2003; Muthukumarappan & Karunanithy, 2010; Sdnchez & Pérez, 2012).

De acuerdo con Foegeding y Drake (2007), la medicion instrumental de la dureza del queso esta
altamente correlacionada con la medicién sensorial, ya que la boca del ser humano y los instrumentos
utilizados son muy buenos midiendo la fuerza. Ademas, la prueba de fuerza de corte simula la ruptura
realizada por los dientes frontales, proceso en el que el alimento no experimenta cambios de
temperatura como si ocurre durante la masticacion y también por esto la correlacidn es alta. Tomando
esto en cuenta, resulta aun mas evidente la necesidad de comprobar si el cambio en la dureza es
detectable sensorialmente y también evaluar otros parametros de textura como la adhesividad,

cohesividad, elasticidad y masticabilidad.

Por ultimo, la disminucién en la dureza podria tener implicaciones a nivel de proceso, pues en

caso de que el queso sea utilizado como materia prima o sea sometido a operaciones posteriores como
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corte o rallado, el cambio en la textura podria provocar cambios en el comportamiento del producto y

en la eficiencia de esas operaciones.
5.3.3 Otros efectos de la sonicacion sobre la elaboracion del queso seco

Durante el procesamiento del queso seco se observaron cualitativamente diferencias entre las
muestras. A pesar de que estas observaciones no estan directamente relacionadas a los objetivos de la
investigacion, se considerd que podrian ser importantes en caso de considerar la aplicacién de

sonicacién durante la elaboracién de queso.

Primeramente, ocurrieron cambios en el comportamiento de la cuajada. Como se observa en la
Figura 11 conforme aumentd el tiempo de sonicacién, la consistencia de los granos de cuajada
disminuyd a pesar de haber sido cortados de la misma forma. Es decir, en todos los casos la cuajada se
cortdé en cubos de aproximadamente 3 mm de lado, sin embargo al agitar los granos de las muestras

sonicadas éstos se desmoronaban.

Figura 11. Granos de cuajada obtenidos durante la elaboracién de queso seco segun el tiempo de
sonicacién de la leche cruda: a) 0 minutos, b) 20 minutos, c) 40 minutos y d) 60 minutos.

Este fendmeno podria representar una dificultad a nivel de proceso, ya que cuanto menor fue el
tamafio de los granos mas dificil resulté su manipulacion para llevar a cabo las operaciones posteriores,
pues quedaban remanentes de cuajada en las superficies de los utensilios y equipos utilizados. Ademas,
el comportamiento podria asociarse con las alteraciones que provoca la sonicacién en las proteinas de la
leche y a la grasa como se ha mencionado anteriormente, explicando asi que cuanto mayor tiempo de

sonicacidon mayor fue el efecto.

En la Figura 12 se pueden observar los quesos obtenidos para cada tiempo de sonicacién y se

aprecia que conforme incrementé el tiempo de tratamiento la corteza del queso resulté mas
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homogénea en cuanto al color. Este resultado se puede atribuir al efecto de la homogenizacidon

provocado por la cavitacién, el cual provoca que la cuajada presente una composicion mas uniforme.

Figura 12. Queso seco obtenido segun el tiempo de sonicacién de la leche cruda: a) 0 minutos, b) 20

minutos, c) 40 minutos y d) 60 minutos.

Se observé también que el queso obtenido luego del oreo era mas blancuzco conforme
aumentaba el tiempo de sonicacion, lo cual se debe a que al homogenizar la leche, la reduccion de los
glébulos de grasa mejora la apariencia del queso y hace que sea vea mas blanco (Gunasekaran & Ak,
2003). Dichas observaciones son respaldadas por Bermudez y Barbosa (2011), quienes reportaron que al
procesar queso fresco con leche sonicada el producto resultdé mds blanco y tuvo mejor aceptacién por
parte del consumidor. Sin embargo, no fue posible ver el efecto en el producto final, pues luego del
salado todos los quesos se observaban igualmente amarillos debido a la concentracion de la grasa en la

corteza producto de la deshidratacidn.

Por ultimo, el tratamiento de sonicacion le confirié al queso un sabor extrafio que fue mas
intenso conforme aumenté el tiempo de tratamiento. Otros autores han utilizado el descriptor “sabor a
hule o a goma” para referirse al sabor que imparte el tratamiento de sonicacion a la leche (Zisu &
Chandrapala, 2015). Este efecto también debe ser tomado en cuenta al considerar aplicar la sonicacion

en la elaboracion de queso, pues podria afectar el agrado por parte del consumidor.

5.4 Determinacion del efecto del tiempo de sonicacion de leche cruda sobre el

rendimiento y el perfil de textura del queso Ricotta.
5.4.1 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el rendimiento

Se utilizé el suero obtenido del procesamiento del queso seco para evaluar el efecto del tiempo

de sonicacion de la leche cruda sobre el rendimiento de la elaboracién de queso Ricotta. En la Figura 13
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se muestran los resultados obtenidos. Se determind que el tiempo de sonicacién de la leche no tuvo un

efecto significativo sobre el rendimiento (p=0,08).

Como se discutié en la seccidn 5.3.1 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el rendimiento, una
de las posibles causas del aumento en el rendimiento del queso seco es la interaccién de proteinas
séricas con las caseinas, de manera que durante la coagulacion las primeras pasaban a formar parte de
la cuajada en vez de permanecer en el suero. Por lo tanto, se hubiera esperado que al utilizar el suero
proveniente de la elaboracién del queso seco, ocurriera una disminucién del rendimiento del queso
Ricotta conforme aumentaba el tiempo de sonicacién, pues éste se compone principalmente de

proteinas séricas.
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Figura 13. Rendimiento de la elaboracién de queso Ricotta en funcién del tiempo de sonicacion de la
leche a partir de la cual se obtuvo el suero.

Una hipdtesis sobre el resultado obtenido es que la disminucién en el contenido de proteinas
séricas en el queso pudo haber sido contrarrestado por un aumento en su humedad, ya que como se ha
explicado anteriormente, la sonicacion aumenta la capacidad de estas proteinas para ligar agua
(Barbosa & Bermudez, 2011). Por lo tanto, se realizdé una determinacidon de humedad al queso Ricotta y
se obtuvo que conforme aumentd el tiempo de sonicacién, mayor fue el contenido de humedad en el
producto (p<0,0001), tal como se observa en la Figura 14. Es decir, que el contenido de proteinas en el
queso pudo haber disminuido, pero no fue posible determinar el efecto en el rendimiento pues la
humedad incrementd. Sin embargo, para corroborar esta hipdtesis, se requeriria un andlisis del

contenido de proteina del queso Ricotta.
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Figura 14. Contenido de humedad del queso Ricotta en funcién del tiempo de sonicaciéon de la leche a
partir de la cual se obtuvo el suero.

Debe considerarse también que el contenido de grasa en el producto final es un factor
influyente en los rendimientos obtenidos. Segln fue explicado anteriormente, el efecto homogenizador
de la cavitacion inhibe la salida de grasa de la cuajada al suero y por lo tanto los quesos Ricotta
correspondientes a los tratamientos con mayor tiempo de sonicacion podrian presentar menor

contenido de grasa, afectando asi su rendimiento.

Segun los resultados obtenidos, la utilizaciéon de suero obtenido a partir de leche sonicada para
la elaboracidon de queso Ricotta podria no tener efectos negativos en cuanto al rendimiento, lo cual
resulta positivo a nivel industrial. Sin embargo, el aumento en el contenido de humedad del producto
podria favorecer el crecimiento de microorganismos provocando asi una disminucién de su vida util.
Ademds, seria recomendable realizar una evaluacion sensorial del queso, pues una variacién en su

composicion podria repercutir en el agrado por parte del consumidor.
5.4.2 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el perfil de textura del queso Ricotta

En el Cuadro V se muestran los valores del perfil de textura del queso Ricotta. Segun los
resultados obtenidos se determiné que el tiempo de sonicacidn de la leche no tuvo efecto significativo

sobre ninguno de los parametros evaluados (1-f=1).
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Cuadro V. Promedio de los parametros del perfil de textura del queso Ricotta elaborado con el suero
obtenido a partir de la elaboracién de queso seco y probabilidad asociada con el efecto del tiempo de
sonicacion para cada parametro.

Parametro Promedio* Probabilidad
Dureza (N) 2,3+0,3 0,6594
Adhesividad -7,6+0,8 0,1179
Elasticidad (mm) 11,8+0,1 0,8265
Cohesividad 0,61+0,01 0,3165
Gomosidad (N) 1,4+0,2 0,4566
Masticabilidad (Nm) 0,02 +0,02 0,4712

*El promedio y los limites de confianza de cada parametro fueron calculados con los 20 datos
correspondientes a las 5 repeticiones de los 4 tratamientos aplicados.

El queso Ricotta se compone principalmente de proteinas séricas, las cuales tal como se ha
mencionado anteriormente, experimentan cambios al ser expuestas a la sonicacidon. Entre dichos
cambios se encuentran el aumento en su capacidad de retencién de agua, alteraciones estructurales y
mayor exposicion de sus grupos hidrofilicos al medio en que se encuentren (Gulseren et al., 2007; Kresic
et al., 2008; Bermudez & Barbosa, 2011), lo cual podria repercutir en las interacciones entre las
proteinas y por lo tanto en la estructura del queso. Sin embargo, mediante el andlisis del perfil de
textura no se determiné que estas modificaciones tuvieran un efecto en la textura del producto, aun
cuando el porcentaje de humedad presenté un aumento de aproximadamente un 6 % entre el queso del

tratamiento control y el de 60 minutos (ver Figura 14).

A pesar de que a nivel instrumental no fue posible detectar que el tiempo de sonicacién tuviera
un efecto sobre el perfil de textura, seria recomendable corroborar este resultado mediante una
evaluacidn sensorial. Esto debido a que durante la masticacion el alimento experimenta cambios de
temperatura, interacciona con la saliva y el proceso involucra mas que dos mordiscos (Brown, 2002).
Adicionalmente, Brown (2002) y Foegeding y Drake (2007), reportan que la masticabilidad en queso
determinada instrumentalmente no presenta una alta correlacién con la medicidén sensorial y que la
adhesividad y la elasticidad tienen una buena correlacién pero no es tan alta como en el caso de la
dureza. Por lo tanto, a nivel sensorial se podrian percibir cambios en la textura del producto que no

resultan detectables mediante mediciones instrumentales.

Esta investigacion demostrd que la incorporacion de la sonicacién al procesamiento del queso

seco y queso Ricotta podria tener efectos positivos a nivel econdmico y en la calidad del producto, sin

65



embargo, es importante recordar que bajo las condiciones aplicadas no se aseguré la inocuidad del
gueso seco. Por lo tanto, podrian considerarse opciones que incluyan sonicacién como manosonicacion,
termosonicacién o manotermosonicacidon, de manera que se obtenga un producto inocuo y evaluar si
bajo esas nuevas condiciones los resultados determinados en este estudio se mantienen. Esto dado que
la presidn, altas temperaturas u otros factores que se apliquen podrian tener diferentes efectos sobre

los componentes de la leche, provocando resultados que se desvien de lo descrito en este estudio.
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6. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos bajo las condiciones utilizadas para la realizacion de las

pruebas y las caracteristicas de la materia prima utilizada en el estudio, se puede concluir lo siguiente:

e Conforme aumenta el tiempo de sonicacion de la leche cruda, incrementa significativamente la

reduccion de E. coli.

e La sonicacidon de leche cruda hasta por 60 minutos no permite alcanzar la reduccién de 5
logaritmos de E. coli necesaria para considerarse como tratamiento alternativo a la

pasteurizacién de la leche.

e Al aumentar el tiempo de sonicaciéon de la leche cruda se obtiene una reduccién de E. coli
significativamente mayor en el queso seco independientemente de las etapas del proceso. La
mayor reduccién se obtuvo al aplicar un tratamiento de 60 minutos, pero su magnitud no fue

suficiente como para asegurar la inocuidad del producto final.

e Las etapas del proceso de elaboracion de queso seco no tienen un efecto significativo sobre la
reduccion de E. coli al utilizar leche cruda con diferentes tiempos de sonicacion como materia

prima.

e Durante la elaboracidn del queso Ricotta se obtuvo una reduccidn total de E. coli para todos los
tiempos de tratamiento evaluados como resultado de la combinacidon de las etapas de su

procesamiento.

e Conforme aumenta el tiempo de sonicacién incrementa significativamente el rendimiento del

proceso de elaboracién del queso seco y el contenido de grasa en el producto final.

e La fuerza de corte del queso seco resulta significativamente menor conforme aumenta el tiempo

de sonicacién de la leche cruda utilizada como materia prima.

e Conforme aumenta el tiempo de sonicacién la cuajada pierde consistencia y tiende a formar
granulos mas pequefios que podrian dificultar el proceso de elaboracién del queso seco. Ademas,
el suero obtenido presenta una menor turbidez y menor cantidad visible de agregados de

proteina.
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El tiempo de sonicacién de la leche cruda no tiene un efecto significativo sobre el rendimiento del
proceso de elaboracién de queso Ricotta, pero provoca un aumento significativo en su

porcentaje de humedad.

El perfil de textura del queso Ricotta no experimenta cambios significativos en ninguno de sus

pardmetros al aumentar el tiempo de sonicacién de la leche cruda.

68



7. Recomendaciones

A partir de las conclusiones de este estudio se generan las siguientes recomendaciones:

Estudiar el efecto del contenido de grasa de la leche sobre la eficacia de la sonicacién para la

inactivacién de microorganismos patdgenos de interés en el procesamiento de lacteos.

Determinar el efecto del tiempo de sonicacidon en combinacién con temperaturas superiores a
las utilizadas en este estudio sobre la inactivacién de bacterias de interés en el procesamiento

de lacteos.

Estudiar el efecto combinado de la sonicacion con otros factores asociados con el
procesamiento de lacteos (maduracion, acidificacién, adiciéon de cultivos) sobre la inactivacién

de microorganismos patdgenos de interés en el procesamiento de lacteos.

Evaluar los efectos de la sonicacién en el procesamiento y la calidad de otros productos lacteos

como por ejemplo yogurt, kéfir u otros tipos de queso.

Realizar una evaluacién del efecto de la sonicaciéon sobre el nivel de agrado del consumidor

tanto para el queso seco como para el queso Ricotta.

Determinar el efecto del tiempo de sonicacién sobre la vida util del queso seco y del queso

Ricotta.
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