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RESUMEN

Durante el procesamiento de la jamaica (Hibiscus sabdariffa), los calices derivados de la
decoccién representan un subproducto, generalmente tratado como desperdicio, que genera
pérdidas econémicas y problemas ambientales. Este subproducto se caracteriza por su alto
contenido de fibra dietaria y de fenoles que, ademéas de sus propiedades nutricionales ha
demostrado ciertos beneficios a la salud, por lo que podria ser considerado ingrediente potencial
para la formulacién de nuevos alimentos. ElI queso Fresco contiene compuestos de probada
actividad biologica, por lo que la utilizacion de los célices como ingrediente en el queso, podria
afiadirle valor enriqueciéndolo con fibra e incrementando sus componentes bioactivos. Lo anterior
contribuiria a evitar el desperdicio y diversificaria las opciones de nuevos alimentos,
principalmente para pequefios productores de quesos artesanales. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la adicion del subproducto derivado de la decoccion de jamaica en las
propiedades funcionales y sensoriales de queso Fresco con cultivo iniciador. Para ello, se elabord
queso con la adicion de Lactococcus lactis y diferentes concentraciones de calices de jamaica.
Mediante un panel sensorial entrenado, se seleccion6 la concentracion de mayor aceptabilidad, al
cual se le evalu6 la composicion nutrimental, vida de anaquel (microbiolégica y sensorial) y
capacidad antioxidante (ABTS, DPPH, ORAC). El queso Fresco adicionado con 2% de calices
mostré mayor aceptabilidad y fue superior (p<0.05) en contenido de fibra y proteina, respecto al
queso testigo. Durante su almacenamiento, no se registrd presencia de coliformes totales, hongos
y levaduras. La calidad sensorial presentd diferencias significativas durante los primeros nueve
dias de almacenamiento en aroma, sabor y textura con respecto a un queso recién elaborado,
manteniéndose la frescura del producto en una calidad excelente-buena de acuerdo con la escala
de Karlsruhe. A partir del décimo dia, la calidad disminuy6 gradualmente hasta los 17 dias de
almacenamiento sin alcanzar el grado 111 de calidad que corresponde a un deterioro indeseable; este
comportamiento fue significativamente igual entre un queso con cultivo y queso con cultivo y
jamaica. EI queso con cultivo iniciador y jamaica logré incrementar (p<0.05) la capacidad
antioxidante; respecto al queso testigo (DPPH y ORAC), e incremento hasta 8 veces por ABTS.
En este sentido, la adicion de calices mantuvo la inocuidad y calidad sensorial del queso Fresco

durante su almacenamiento por 17 dias, potencializando sus propiedades nutricionales y
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funcionales al incorporarle fibra dietaria y compuestos antioxidantes.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, capacidad antioxidante, fibra, evaluacion sensorial, queso

Fresco
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ABSTRACT

Calyces derived from the decoction of jamaica (Hibiscus sabdariffa) are considered a
byproduct, since it becomes waste after being processed, which presents economic loss and
environmental issues. This byproduct is characterized by its high content of dietary fiber and
phenolic compounds, which in addition to their nutritional properties, it provides beneficial health
effects; thus, it may be considered as a potential functional ingredient for the development of new
foods. On the other hand, it has been reported that Fresco cheese may provide bioactive
compounds; however, the addition of calyces may give added value by enriching with fiber and
increasing with other bioactive compounds. This approach may help reduce waste and diversify
the options for new functional foods, mainly for the small-scale artisanal cheese producers. Thus,
the objective of the present study was to determine the effect of adding calyces derived from the
decoction of jamaica on the functional and sensory properties of Fresco cheese added with starter
culture. For this purpose, cheese added with Lactococcus lactis starter culture was made with three
different concentrations of jamaica calyces. Afterwards, a sensory evaluation by a trained panel
selected the most acceptable concentration of calyces. Then, the nutritional, compositional, shelf
life (microbiological and sensory) and antioxidant capacity (ABTS, DPPH and ORAC) were
evaluated. Results showed that Fresco cheese added with 2% of calyces presented the highest
acceptability and exhibited a higher (p<0.05) content of fiber and protein compared to the control
cheese. During storage, total coliforms, molds and yeasts were not detectable. Sensory quality
showed significant differences during the first nine days of storage in terms of aroma, flavor and
texture, compared to freshly made cheese. Also, this cheese maintained its freshness at an
excellent/good quality level according to the Karlsruhe scale. After the tenth day, the quality
gradually decreased until the 17" day of storage, without reaching the level 111 of quality, which
corresponds to undesirable deterioration; this behavior was not significantly different between the
cheese with a starter culture and the cheese with a starter culture and calyces. Moreover, the cheese
added with starter culture and calyces presented an increased (p<0.05) antioxidant capacity (DPPH
and ORAC) and was 8 times higher by ABTS compared to the control cheese. In this sense, the
addition of calyces maintained the safety and sensory quality of Fresco cheese during its 17""-day
storage, enhancing its nutritional and functional properties by incorporating dietary fiber and

14



antioxidant compounds.

Key words: Hibiscus sabdariffa, antioxidant capacity, fiber, sensory evaluation, cheese Fresh
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la industria alimentaria es responsable de generar una gran cantidad de
subproductos derivados de los alimentos; a su vez, esto representa un problema a nivel mundial,
ya que, al ser desechados, pueden causar efectos negativos al ambiente, sociedad y la economia
(Ominski et al., 2021). México, es el tercer pais con mayor produccion de alimentos en América
Latina, generando 280 millones de toneladas, de las cuales se estima que cada afio, una tercera
parte es desechada durante la cadena de suministro (Bolom-Martinez et al., 2017). Por su parte, los
subproductos al ser generalmente desechados podrian estarse desaprovechando, puesto que aun
podrian poseer valor bioldgico. Al respecto, se ha reportado que algunos de estos subproductos,
tales como cascara de mango, orujo de uva y célices de jamaica, poseen compuestos con alta
funcionalidad y/o bioactividad, los cuales podrian ser revalorizados para elaborar nuevos productos
(Francisco-Ponce et al., 2021).

México se ha destacado en la produccion de jamaica (Hibiscus sabdariffa), tan solo en 2019 se
reporté una produccion de 7 mil 889 toneladas (SAGARPA, 2021). Esto ultimo es de gran
importancia comercial, ya que la industria alimentaria ha utilizado a los célices de la jamaica,
principalmente para la elaboracion de bebidas; sin embargo, los subproductos generados no son
aprovechados. Existe evidencia de que estos residuos tienen compuestos fendélicos (3-4%), a los
cuales se les ha atribuido diversos efectos benéficos, tales como: anti-obesogénicos,
antihipertensivos, antiinflamatorios y antimicrobianos (Riaz y Chopra, 2018). En este sentido,
recientemente se ha explorado la posibilidad de incorporar alimentos de origen vegetal a matrices
alimentarias de origen animal, observando que en algunos casos esta practica puede prolongar la
vida de anaquel del producto, atribuyendo dicho efecto a sus propiedades antimicrobianas y
antioxidantes (Villasante et al., 2018). Por otro lado, se ha observado que la incorporacion de H.
sabdariffa en productos lacteos como el yogurt, aumentan significativamente sus propiedades
inmunomoduladoras (Homayouni et al., 2021; Mahfudh et al., 2021; Minh, 2021).

Por ejemplo, la incorporacion de extractos de jamaica en queso tipo Feta no afectd sus propiedades
sensoriales; sin embargo, no se reportd efecto alguno sobre las propiedades funcionales o bioactivas
que se puede obtener de dicha combinacion (Yikmis et al., 2017). Otro producto lacteo de amplio

consumo es el queso Fresco, alimento tradicional en México, al cual se le atribuyen propiedades
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benéficas a la salud, debido a su microbiota nativa y sus metabolitos, la cual viene condicionada
por el tipo de leche y las técnicas artesanales aplicadas durante su produccion (Torres-Llanez et
al., 2011). Aunado a lo anterior, los quesos Frescos generalmente son producidos a partir de leche
cruda, con una gran diversidad de microorganismos que juegan un papel importante en las
caracteristicas sensoriales del queso (Tadjine et al., 2020).

Algunas propuestas se han desarrollado con el objetivo de adicionar cultivos iniciadores y preservar
propiedades sensoriales en los quesos artesanales. Por ejemplo, Reyes-Diaz et al. (2020)
adicionaron cepas especificas de Lactococcus lactis en queso Fresco elaborado a partir de leche
pasteurizada y reportaron que el producto final presenta caracteristicas sensoriales similares a las
de un queso Fresco artesanal. Por otro lado, la industria quesera ha tratado de presentar propuestas
de nuevos productos, incorporando compuestos de origen vegetal (Gaglio et al., 2021) que han
resultado ser exitosas y atractivas para el consumidor. A pesar de lo anterior, no hay estudios que
reporten la mezcla de subproductos de jamaica y queso Fresco mexicano, buscando mejorar sus
propiedades bioactivas, colocando a los subproductos de la jamaica derivada de su decoccion,
como una potencial alternativa para mejorar caracteristicas nutricionales y funcionales en este tipo
de queso. Por esta razdn, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion del
subproducto derivado de la decoccién de Hibiscus sabdariffa en las propiedades funcionales y
sensoriales de queso Fresco adicionado con cultivo iniciador. Con lo anterior, se aprovecharia el
uso de un subproducto alimentario para obtener un queso enriquecido con fibra y compuestos

bioactivos con potenciales beneficios a la salud de las y los consumidores.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Subproductos de la Industria Alimentaria

2.1.1 Generalidades de los Subproductos

En la produccién de alimentos es comin que se generen grandes cantidades de residuos
biodegradables, los cuales son considerados como pérdidas que se originan durante la cadena de
suministro (produccion, postcosecha y procesamiento) (Sharma et al., 2019). Se estima que en el
mundo se desperdician aproximadamente 1,300 millones de toneladas de alimentos por afio que
representa un costo de 750 millones de dolares y causa 3.3 millones de toneladas de emisiones de
diéxido de carbono (Lépez-Sanchez et al., 2022). Existen reportes que indican que estos
desperdicios, al acumularse, pueden convertirse en un medio de cultivo para el desarrollo de
microorganismos que pueden ser perjudiciales para la salud humana (Ravindran y Jaiswal, 2016).
En el 2015, México ocupo el tercer lugar en Latinoamérica en la produccién de alimentos, siendo
el décimo segundo lugar en todo el mundo y se estima que se desperdiciaron aproximadamente un
34% de los alimentos que se producen en el pais (SAGARPA, 2018).

Los subproductos generados en la industria alimentaria actualmente han llamado la atencion, ya
que estos pueden ser incorporados como ingredientes o utilizarse para el desarrollo de nuevos
alimentos funcionales y sustentables, debido a que estos subproductos pueden contener una gran
cantidad de compuestos bioactivos (Lai et al., 2016). Algunos de los més reportados son los
compuestos fendlicos, carotenoides, acidos grasos poliinsaturado y vitaminas, los cuales se pueden
considerar de alto valor bioldgico (Comunian et al., 2021).

Se ha evidenciado que algunos subproductos derivados de los alimentos sufren un importante
porcentaje de pérdida. En este sentido, algunos ejemplos de alimentos que generan subproductos
son los cereales (20%), raices y tubérculos (35%), frutos oleaginosos y legumbres (20%), frutas y
vegetales (35%), productos carnicos (10%), pescados y mariscos (15%) y leche (10%) (Trigo et

al., 2020). De acuerdo con lo anterior, aunque la industria carnica genera considerables porcentajes
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de subproductos, es evidente que la industria de alimentos de origen vegetal es una de las
principales generadoras en la cual se obtienen desde cascara, semillas y orujo o bagazo (Puértolas
y Barba, 2016).

2.1.2 Tipos de Subproductos

2.1.2.1 Origen animal. La industria carnica genera una gran cantidad de subproductos,
(considerados comunmente como desperdicios) durante el procesamiento de la carne, los cuales
representan un impacto ambiental negativo (Pinto et al., 2022). Algunos ejemplos de subproductos
generados son: sangre, hueso, piel, tejido graso, cuernos, pezufias, patas y craneos. Por otro lado,
se ha evidenciado que la piel, hueso y cuerno pueden poseer coldgeno, que es una fuente de péptidos
bioactivos, a los cuales se le han atribuido propiedades benéficas como antihipertensivas y
antitrombdticas (Galali et al., 2020).

Otra de las industrias que genera una gran cantidad de subproductos, es la industria marina
destacando la espina dorsal, aletas del vientre, branquias, cabeza, higado, entre otras.
Adicionalmente, estos subproductos se han utilizado como alimento para ganado, debido a que son
ricos en proteina, acidos grasos poliinsaturados y minerales como calcio y fésforo (Pateiro et al.,
2020). Por otro lado, el suero que se desecha durante la elaboracion de quesos a base de leche de
vaca u otras especies contiene numerosos nutrientes como lactosa, proteina, minerales y vitaminas.
La proteina presente en este suero es considerada de alta calidad, por lo cual es comiUnmente
utilizada como suplemento para deportistas (Shanaziya et al., 2018).

En este sentido, procesar algunos subproductos de la industria para su aprovechamiento puede ser
costoso, por lo que se terminan desechando y generando un dafio ambiental. Por este motivo, se
han explorado nuevas estrategias que atiendan esta problematica, tales como el aprovechamiento
de estos subproductos para la produccién de nuevos alimentos (Toldré et al., 2016).

Hacer uso de subproductos de origen animal no solo podria representar una alternativa para el
desarrollo de nuevos productos, sino que también se atacaria un problema ambiental que afio con
afio ha ido en incremento. Ademas, estos subproductos no son los Unicos que se generan dentro de
la industria alimentaria, también existen los de origen vegetal, los cuales podrian ser un importante

factor de estudio debido a su potencial uso como ingrediente funcional.
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2.1.2 .2 Origen vegetal. Los subproductos de las frutas y hortalizas son los residuos més abundantes
en la industria de los alimentos, regularmente se utilizan como sustento para el ganado o
compostaje (O’shea et al., 2012). Se estima que entre el 40 y el 50% de los desechos totales
pertenecen a raices y tubérculos; mientras que los subproductos de las frutas y verduras representan
del 10 al 35%, los cuales son desechados en forma de semilla, pulpay céscara (Dilucia et al., 2020).
Por ejemplo, el orujo (bagazo) de uva es el principal subproducto procedente de la elaboracién del
vino, donde la piel, los tallos y la raiz constituyen hasta el 20%, por lo que se estima que una gran
parte de este alimento puede terminar en subproducto. Los subproductos de esta fruta se pueden
utilizar para la produccién de etanol, fibra y para la elaboracién de aceite a partir de la semilla, solo
por mencionar algunas aplicaciones (Schieber, 2017).

Otro de los subproductos reportados son los derivados del mango que, dependiendo de la variedad
y tamafo, se compone principalmente de pulpa (33-85%), cascara (7-24%) y semilla (9-40%), y se
estima que entre 35-60% es desechado (Wall-Medrano et al., 2020). La cascara de mango es rica
en compuestos bioactivos, tales como galoil glucésidos, mangiferina, hexésido de quercetina y
gala-taninos (Sayago-Ayerdi et al., 2021). Adicionalmente, la semilla de esta fruta contiene acidos
grasos esenciales como oleico, y linoleico; también contiene compuestos fendlicos, carotenoides,
vitamina C y fibra dietética (Jahurul et al., 2015). Otro de los principales frutos que pueden generar
subproductos es la naranja, que se utiliza para obtencién de jugo a partir de la pulpa, sin dar uso
alguno a la cascara, gabazo y semillas (Delgado y Fleuri, 2015).

Otros subproductos son aquellos derivados de la manzana y semillas de aguacate. Estos
subproductos contienen 15% mas de fenoles que la pulpa, por lo que en algunos casos han sido
utilizados como ingredientes en la formulacion de productos lacteos y panaderia, con el fin de
mejorar sus propiedades bioactivas (Socas-Rodriguez et al., 2021). Ciertos subproductos como
bagazo de aceitunas, uva y zanahoria se han utilizado como ingrediente para adicionar compuestos
fenolicos en algunos alimentos. La adicion de este tipo de compuestos puede brindar beneficios a
la salud; por ejemplo, se ha observado que el bagazo de cascara de tomate y manzana se han
incorporado para potenciar propiedades bioactivas en productos lacteos, como los quesos y yogurt
(Ueda et al., 2022).

Los subproductos mencionados anteriormente, son algunos ejemplos derivados del procesamiento
de alimentos de origen vegetal, y no es arriesgado mencionar que este sector genera una gran

cantidad de subproductos no reportados, los cuales pueden ser de gran interés en la industria de
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alimentos. En consecuencia, existe una gran oportunidad en el &rea de investigacion para utilizar
estos subproductos y disefiar nuevos productos alimenticios buscando conferirles o potenciar sus
propiedades benéficas mas alla de su aporte nutricional.

2.1.3 Valorizacion de los Subproductos de la Industria Alimentaria

El impacto del uso de los subproductos generados por el proceso de alimentos puede reflejarse en
un aumento de la sostenibilidad en las cadenas productivas, disminuyendo las pérdidas y generando
subproductos de gran provecho para la sociedad (Lavelli et al., 2016). En la actualidad, los métodos
asociados a la utilizacion de estos desechos se han vuelto una prioridad ecoldgica y econdmica,
tomando como punto de partida que el uso de estos subproductos no debe impactar de manera
negativa en la salud humana y el entorno ecoldgico (Galanakis, 2015). En la actualidad, existe un
incremento en la demanda de alimentos funcionales, los cuales pueden ejercer efectos positivos en
la salud, mas alla de sus beneficios nutricionales. En general, los fenoles y flavonoides son algunos
de los compuestos responsables de dichos efectos, los cuales, se pueden encontrar en una gran
variedad de subproductos de origen vegetal (Helkar et al., 2016).

En este sentido, se puede considerar que los subproductos procedentes del proceso de alimentos
son una potencial fuente de compuestos bioactivos, que pueden ser utilizados para elaborar nuevos
alimentos en beneficio de la salud. Adicionalmente, esta practica impacta de manera positiva en
aspectos ecoldgicos, sociales y econdmicos, transformando a la industria de los alimentos en

empresas sustentables (Tapia-Quiroz et al., 2022).

2.2. Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

2.2.1 Produccion de Jamaica en México

Hibiscus sabdariffa es una planta silvestre también conocida como rosa de jamaica, flor de jamaica
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0 jamaica; pertenece a la familia de Malvaceae, se cultiva principalmente en regiones tropicales y
subtropicales, como India, Arabia Saudita, China, Malasia, Indonesia, Filipinas, Sudan, Egipto,
Nigeria y México (Arslaner et al., 2021). Es una planta de aproximadamente 2.5 metros de altura;
su tallo es rojo, sus hojas son verdes y se observan en ella venas de color rojo, las cuales pueden
ser largas o cortas. Ademas, sus flores aparecen de manera individual en los costados de las hojas,
suelen ser amarillas, con un centro de color rosa 0 marrdn, y cuando se marchitan, cambian a rosado
(Sayago-Ayerdi et al., 2010). El céliz es rojo y consta de 5 sépalos grandes con un collar (epicaliz)
de 8 0 12 bractéolas alrededor de la base, cuando el céliz se agranda se vuelve carnoso, crujiente y
jugoso, siendo estos Ultimos los méas utilizados de la flor de jamaica. En la figura 1 se puede
observar la morfologia de la planta de jamaica.

Hojas Sépalos

Epicaliz

Cilices

Tallo

Figura 1. Morfologia de la planta de jamaica, adaptada de Da-Costa-Rocha et al., 2014

México es un importante productor de jamaica en América Latina. Esta planta es cosechada desde
el sur hasta el oeste de México. Para el afio 2019, el pais reportd una produccion de 7 mil 889
toneladas de jamaica, destacandose el estado de Guerrero con 5 mil 810 toneladas, seguido de
Michoacan con 884 toneladas y Oaxaca con 507 toneladas (SAGARPA, 2023). En este sentido,
los célices de la jamaica generalmente se someten a un tratamiento térmico para deshidratarlos y
posteriormente utilizarlos para la elaboracion de distintos productos alimentarios como bebidas

refrescantes (Sanchez-Feria et al., 2021).
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2.2.2 Uso de la Jamaica

La jamaica tiene una gran variedad de usos, utilizandose desde las hojas, semillas, flores y raices,
siendo los célices rojos, los més usados en la industria alimentaria para la produccién de bebidas,
jugos, mermeladas y jarabes (Salami y Afolayan, 2020). Otro de los usos que se le confiere es como
colorantes naturales, por contener ciertos pigmentos que le proporcionan un color rojo intenso y
caracteristico (Salem et al., 2021). Adicionalmente, los calices también se usan en infusiones
calientes y en bebidas frias, en la elaboracion de licores, pasteles, helados, mantequillas y salsas,
entre otros (Anomohanran, 2014). Por otro lado, también es utilizada en la alimentacion animal,
desarrollo de nutracéuticos, cosméticos y en el area farmacéutica (Borras et al., 2015).

En México, se utilizan principalmente los célices de jamaica para la elaboracién de bebidas
refrescantes y bebidas calientes, las cuales se caracterizan por presentar un fuerte color rojo después
de la decoccidn de los célices; el sabor de este se considera una combinacién entre dulce y acido
(Avalos-Martinez et al., 2019). Sin embargo, en algunos procesos de elaboracion, como en las
bebidas refrescantes, es necesaria la decoccion de los célices secos de la jamaica y este proceso
genera grandes cantidades de residuos que son considerados un problema econémico y
medioambiental (Esparza-Merino et al., 2019). En contraste a lo anterior, existen muy pocos
estudios que reporten el uso de los subproductos de la jamaica como ingrediente para mejorar

propiedades bioactivas de otros alimentos.

2.2.3 Composicion Nutricional de la Jamaica

La jamaica se caracteriza por su alto valor biologico, asi mismo se ha reportado que contiene
carbohidratos, fibra dietética, proteinas y minerales. En este sentido, la proporcion de estos va a
depender de la variedad genética de la planta (Riaz y Chopra, 2018). Por ejemplo, Sayago et al.
(2017), realizaron una caracterizacion nutricional de 20 variedades de jamaica cultivadas en
México, las cuales muestran diferencias en su composicion quimica, como se puede apreciar en la

Tabla 1. La jamaica tiene una importante cantidad de proteina que va desde 7 a 14%, ademas de
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poseer gran contenido de fibra dietaria soluble (8-10%); sin embargo, las cantidades pueden ser
distintas dependiendo de la variedad de la jamaica. De manera complementaria, un estudio
realizado por Tareq et al. (2021), evidencia que los célices de la variedad de jamaica BJR mesta-2

cultivada en Bangladesh, son fuente potencial de calcio (1.3%), y potasio (1.9%).

Cuadro 1. Composicién nutricional (%) de variedades de jamaica cultivadas en México Sayago-
Ayerdi et al., 2017

Carbohidratos

Variedad Origen  Cenizas Humedad Proteina FDS

Totales

4Q4 Nayarit 7.87 9.70 14.09 36.17 10.07
Cruza Nayarit 6.14 11.91 14.70 39.74 8.26
negra

UAN 6 Nayarit 9.24 10.98 14.06 30.43 8.44
Puga

Puebla Colima 8.12 11.88 7.04 36.6 9.04
precoz

UAN 13 Oaxaca 6.98 10.08 13.14 36.73 8.96
UAN16 Oaxaca 10.87 9.83 10.61 32.72 9.18

FDS: Fibra dietaria soluble

2.2.4. Compuestos Bioactivos de la Jamaica

Adicional a sus propiedades nutricionales, la jamaica también contiene una gran diversidad de
compuestos; entre los que se han documentado, podemos mencionar antocianinas, polisacaridos y
flavonoides (quercetina, luteolina y su glucosido), acido clorogénico, gosipetina, hibiscetina,
fenoles y algunos acidos fendlicos (&cido cafeico, acido feralico, acido P-cumarico, acido lagico,
acido protocatéquico, acido clorogénico) (Ojulari et al., 2019). De manera particular, diversos
estudios han sugerido que las antocianinas que se encuentran en mayor proporcién en la jamaica
son: delfinidina-3-sambubiosido y la cianidina-3-sambubiosido (Singh et al., 2017). A su vez, los
calices también poseen otros compuestos como aminoacidos esenciales a excepcion del triptéfano

(Cid-Ortega y Guerrero-Beltran, 2015). Sin embargo, el contenido de estos compuestos bioactivos
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puede variar dependiendo del método de extraccion, tipo de solvente y el tamafio de particula del
material. En algunos estudios se ha observado que los célices de la jamaica tienen compuestos
fenolicos (13-14 mg de equivalentes de &cido galico/g), flavonoides (9-10 mg de equivalentes de
catequinas/g) y antocianinas (5.3-5.7 mg de equivalentes de cianidina-3-glucésido/g). Asi mismo,
se reportan contenidos fibra dietaria de entre 39-44%, donde el 12-13% pertenece a la fibra soluble
y 27-30% a la fibra insoluble (Amaya-Cruz et al., 2017).

Considerando la informacion reportada, los calices de jamaica podrian usarse como ingrediente
para mejorar las propiedades bioactivas de matrices alimentarias, ya que basados en la evidencia,

tiene nutrientes y compuestos con potenciales beneficios a la salud.

2.2.5. Elaboracién de Alimentos a Base de Jamaica

La jamaica es utilizada en la industria de los alimentos como colorantes para gelatinas, refrescos y
dulces; sin embargo, su principal uso esta basado en la produccién de bebidas. En la actualidad,
existe una gran demanda de bebidas a base de plantas, en las que se tienen agradables caracteristicas
sensoriales y nutritivas (Pires et al., 2019; Fosado-Quiroz et al., 2021). Al respecto, las bebidas
elaboradas a partir de la decoccion de célices de jamaica tienen gran demanda en el mercado, esto
debido en parte a su agradable sabor y sus aportes a la salud de los consumidores (Salami y
Afolayan, 2020). Estas bebidas refrescantes poseen compuestos como las antocianinas y fenoles
con potenciales efectos positivos a la salud. Algunos efectos que se han documentado son
antioxidantes, hipocolesterolémicos y antihipertensivos (Barajas-Ramirez et al., 2020).
Adicionalmente, las bebidas elaboradas con célices de jamaica podrian ser un sustituto econémico
de las bebidas carbonatadas que se encuentran en el mercado con alto contenido de azUcar
(Anomohanram, 2014).

La elaboracion de licores es otro de los usos que se ha dado a la flor de jamaica, con caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales agradables para los consumidores, ademas de tener alto contenido de
compuestos bioactivos. Esta bebida alcohdlica es elaborada a partir de la fermentacion del extracto
acuoso obtenidos de la decoccidn de calices de jamaicay se ha reportado que presentan propiedades
antioxidantes (Gutiérrez-Salomon et al., 2021; Ifie et al, 2016).
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2.2.6 Subproductos del Procesamiento de la Jamaica

Los calices de jamaica se utilizan principalmente para la elaboracion de bebidas refrescantes o
calientes, donde los célices se someten a una decoccion a 100 °C durante 5 min (Riaz y Chopra,
2018). Durante este proceso, el agua utilizada se pigmenta de color rojo debido a compuestos como
las antocianinas que se encuentran presentes en los calices, compuestos que también pueden ejercer
actividad antioxidante (Kurtulbas et al., 2020). Durante el proceso de elaboracién de las bebidas
se generan subproductos de los célices procesados, que generalmente son desechados. Al respecto,
Sayago-Ayerdi et al. (2013), evaluaron la composicion de dichos subproductos, observando que
estos contienen altas cantidades de fibra dietaria (407.4 - 457.0 g/kg de materia seca), ademas de
presentar propiedades antioxidantes (50.7 - 121.8 umol Trolox equivalente g/de materia seca).
Adicionalmente, Amaya-Cruz et al, (2017), realizaron un estudio donde se comparé el contenido
de compuestos bioactivos presentes en los célices secos de jamaica contra su subproducto después
de una decoccidn. Asi mismo, estos subproductos presentaron una gran cantidad de fibra dietética
(66-67%), y posterior al proceso de decoccion, los calices retuvieron hasta un 50% de flavonoides
(5.29- 5.76 equivalente de catequina mg/g), 56% de compuestos fendlicos (6.83-8.05 Eq. de &cido
galico mg/g) y 44% de antocianinas (2.35.2.51 mg/Eq. de cianidina-3-glucdsido/g), principalmente
delfinidina 3,5-0-diglucoésido. Por otro lado, se ha reportado que en los residuos de la decoccion se
puede encontrar acido cafeico, galico y clorogénico (Mercado-Mercado et al., 2015). En un estudio
realizado por Esparza-Merino et al. (2019), observaron que la pectina extraida del subproducto de
la decoccion de célices de jamaica presenta en su estructura altos grupos metoxilo, contenido de
acido galacturodnico, viscosidad y capacidad gelificante.

El subproducto obtenido después del procesamiento de jamaica tiene multiples beneficios, pero
han sido poco valorados por la industria alimentaria. Por tal motivo, es importante buscar opciones
para que estos subproductos puedan ser incorporados a otras matrices alimentarias, ya que ofrecen
buenas propiedades nutricionales y bioactivas, ademas de contribuir a reducir el porcentaje de

desechos de la industria.
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2.3. Uso de Jamaica como Ingrediente para el Desarrollo de Alimentos Funcionales

2.3.1. Alimentos a Base de Plantas

Las plantas poseen una gran variedad de compuestos con potenciales efectos bioldgicos, que
pueden ser dirigidos a mejorar la salud humana (Veiga et al.., 2020). Existe evidencia de que
muchos productos de origen vegetal se han utilizado de forma tradicional para aliviar algunas
enfermedades (Armendariz-Barragén et al., 2016).

Adicionalmente, algunos componentes de origen vegetal han sido utilizados para el desarrollo de
nuevos alimentos. Antarkar et al. (2019), elaboraron galletas adicionadas con polvo de calices de
jamaica al 25%. Los autores reportaron que las galletas aumentaron su valor nutrimental, contenido
de fenoles y capacidad antioxidante, ademas mejoraron sus propiedades sensoriales.
Adicionalmente, se ha evidenciado que galletas saladas adicionadas con subproducto de la
decoccion de calices de jamaica en diferentes concentraciones incrementaron el contenido de fibra
dietaria y antioxidante, fenoles y flavonoides (Ahmed et al., 2015).

Ademas, los célices obtenidos de la decoccion de jamaica, también se han incorporado en harina
de maiz nixtamalizado para la elaboracion de totopos, reportando un incremento en el contenido
de fibra dietaria soluble e insoluble, fenoles totales y actividad antioxidante. De manera
complementaria, evaluaron sus caracteristicas sensoriales, y reportaron cambios en color y
morfologia del producto final (Mayo-Mayo et al., 2020). Aunque son pocos los estudios que se han
reportado, se tiene evidencia sobre el potencial uso de célices de jamaica como ingredientes para
la formulacion de alimentos ya conocidos por sus propiedades funcionales, y que este subproducto
incrementa tanto el valor nutricional como sus propiedades bioactivas. Sin embargo, es limitada la
evidencia al momento sobre la incorporacion de este subproducto en otras matrices alimentarias de
origen animal, tal es el caso de los lacteos, los cuales son variados y de amplio consumo, ademas
de poseer un perfil nutrimental 6ptimo para el desarrollo y manteamiento del bienestar de nuestro

organismo (Armas et al., 2016).
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2.3.2. Productos Léacteos

Diferentes productos lacteos son considerados como funcionales debido a su contenido de calcio,
proteinas, esfingolipidos, butirato, &cido linoleico conjugado y bacterias acido lacticas. Ademas,
se ha evidenciado que algunos de estos productos contienen compuestos bioactivos que pueden
ejercer cierta proteccion contra especies reactivas de oxigeno, modular el sistema inmunolégico,
entre otras (Khalaf et al., 2021).

En cuanto la incorporacién de jamaica a productos lacteos, no se cuentan con muchos estudios que
documenten esta posibilidad. Sin embargo, uno de los alimentos al cual se ha incorporado el
extracto de jamaica son las leches fermentadas, donde se ha favorecido la reduccién de glucosa en
sangre, hemoglobina glicosilada, asi como también ayuda a reducir las lipoproteinas de baja
densidad y a su vez aumentar las de alta densidad en modelos in vivo y mejorar sus propiedades
antioxidantes, sin afectar su aceptabilidad (Su et al., 2018; Su et al., 2019). Aunado a lo anterior,
esta reportado que, al adicionar mermelada a base de calices de jamaica, en diferentes
concentraciones, en yogur se logra observar presencia de compuestos fendlicos, asi como un
aumento de minerales y una mejora en la viscosidad, ademas de disminuir el pH y contenido de
grasa (Arslaner et al., 2021).

En estudios realizados por Rad et al. (2021), se ha evidenciado que la adicion de extracto de jamaica
en helado, se logro incrementar la actividad antioxidante y antimicrobiana. Por otro lado, un estudio
exploro la adicion del extracto de jamaica a un queso tipo Feta, y encontraron que no afectd su
aceptabilidad. Sin embargo, no se reporto la calidad nutricional y propiedades bioactivas de dicho
queso (Yikmis et al., 2017).

En la gama de productos lacteos, el queso Fresco es un alimento tradicional de amplio consumo en
México, al cual se le atribuyen propiedades benéficas a la salud, debidas a su microbiota nativa y
los metabolitos derivados de esta (Torres-Llanez et al., 2011). A pesar de lo anterior, hasta el
momento no hay estudios que reporten la mezcla de subproductos de célices de jamaica y queso
Fresco mexicano, lo cual abre la posibilidad de explorar el mejorar las propiedades bioactivas de
este tipo de producto. Basandose en la evidencia del presente escrito, se puede sugerir que los
calices de jamaica obtenidos después de su decoccion, podrian ser utilizados como ingrediente para

mejorar las propiedades bioactivas de alimentos lacteos, en beneficios de la salud del consumidor,
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y dar uso a un subproducto poco valorizado para aumentar el valor nutricional y funcional del
queso, tal como el tipo Fresco.

Por esta razon, investigar el efecto de la adicion de diferentes niveles del subproducto de la
decoccion de los célices de jamaica representa una estrategia prometedora para el disefio de nuevos

alimentos funcionales.

2.4. Lacteos como Alimentos Funcionales

La idea de alimentos funcionales se presentd en Japdn, alrededor de 1990, estos figuraban como
una estrategia para prevenir enfermedades cronicas. Una definicion de alimento funcional es aquel
alimento que confiere efectos benéficos sobre la salud, mas alla de sus componentes nutricionales
(Roberfroid, 2002). Este tipo de alimentos deben ser seguros y cumplir determinados lineamientos,
ademas de continuar siendo un alimento y no un suplemento. Estos pueden ser alimentos naturales,
fortificados, adicionados, con exclusion de algun componente, o modificacién de la
biodisponibilidad de algun componente (Butnariu y Sarac, 2019). Adicionalmente, existen
productos lacteos adicionados con bacterias probidticas, que aportan efectos benéficos en la salud
del consumidor, promoviendo una mejor funcion gastro-intestinal (Das et al., 2019).
Actualmente, el término leche es utilizado para referirse a la leche de vaca, producida por animales
sanos, sin incluir la secrecion lactica generada de entre quince a cinco dias después del parto e
incluso hasta que esté completamente libre de calostro (Pereida et al., 2014). La leche y sus
derivados son considerados como alimentos que aportan energia y nutrientes que ayudan al
crecimiento y desarrollo del ser humano.

Al respecto, se ha evidenciado que la leche es fuente importante de calcio, proteinas y vitaminas.
En este sentido, se estima que su composicion es de aproximadamente 3.5% de proteina de las
cuales 80% corresponde a la caseina y el 20% de proteina sérica. Aunado a esto, las proteinas como
la caseina se consideran de alto valor bioldgico, ya que poseen en su estructura, todos los
aminoéacidos esenciales que el cuerpo humano necesita para un desarrollo 6ptimo (Armas et al.,
2016). Por otro lado, se estima que la leche tiene entre 3-4% de lipidos, principalmente
triglicéridos, 4.6% de carbohidratos (lactosa) y 1% de minerales como calcio, fosforo, potasio,
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magnesio y sodio. Asi mismo, la leche contiene vitaminas como B1, B2, B6 (Verduci et al., 2019);
demas posee una gran cantidad de compuestos beneficios a la salud como proteina, &cidos grasos
poliinsaturados, vitaminas y minerales. Los lacteos son alimentos de consumo frecuente en la
sociedad por sus propiedades y por la gran variedad productos que se pueden generar a partir de
ellos, tales como yogurt, leche fermentada, crema y quesos, por mencionar solo algunos (Sukhikh
et al., 2019). Estos productos, e.g. leches fermentadas, se caracterizan por contener péptidos con
diversas bioactividades como antioxidante, antihipertensivos y antitrombéticos (Beltran-Barrientos
et al., 2016; Aguilar-Tdala et al., 2017; Rendon-Rosales et al., 2022), entre otros.

2.4.1 Leches Fermentadas

Las leches fermentadas se elaboran a partir de la adicion de cultivos iniciadores que contienen
bacterias acido lacticas (BAL), estas acidifican rapidamente a la leche y por lo general son
consideradas como seguras (GRAS) (Leroy y De Vuyst, 2004). Un cultivo iniciador se puede
definir como una preparacion microbiana con una gran cantidad de células que se utiliza
principalmente para producir alimentos fermentados con el fin de acelerar el proceso de
fermentacion. Las BAL provocan una acidificacion de la leche a través de la produccion de acidos
organicos, principalmente el acido lactico, ademéas de la produccién de acido acético, etanol,
compuestos aromaticos, bacteriocinas, exopolisacaridos y enzimas (Mathur et al.,2020). En este
sentido, las leches fermentadas se elaboran principalmente adicionando BAL como Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus o Lactococcus lactis (Li et al., 2022).
Algunos ejemplos de leches fermentadas son el yogurt y el kéfir (Savaino y Hutkins, 2020).

Se ha reportado que la adicion de BAL en la elaboracion de productos lacteos podrian generar
cierto sabor y textura, modificando la proteina de la leche debido a sus actividades proteoliticas
(Widyastuti et al., 2014). Por otro lado, se ha reportado que la adicion de ciertas BAL como
Lactococcus lactis (NRRL B-50571) generan ciertos compuestos volatiles, principalmente acidos,
alcoholes, aldehidos y cetonas, ademas estas bacterias pueden generar péptidos, con diversas
bioactividades (Beltran-Barrientos et al., 2019; Mendoza-Salazar et al., 2021). Ademaés, se ha

reportado que el uso de esta cepa también tiene la capacidad de generar péptidos inhibidores de la

30



enzima convertidora de angiotensina, antioxidantes y acido gamma-aminobutirico (GABA)
(Rodriguez-Figueroa et al., 2012). En este sentido, se ha reportado que el uso de este tipo de
bacterias puede mejorar la vida util de estos alimentos y, por otro lado, promover un control
microbiano. Por tal motivo, la industria ha optado utilizar a las BAL para la elaboracién de los

productos fermentados, crema acida, quesos, entre otros (Shiby y Mishra, 2013).

2.4.2 Quesos

El queso es uno de los alimentos derivados de la leche mas consumidos a nivel mundial, este puede
ser una fuente importante de compuestos bioactivos, como péptidos con capacidad antioxidantes y
actividad inhibidora de la ECA. Los péptidos obtenidos de los quesos son liberados a partir de
proteinas hidrolizadas por accion de BAL, durante la elaboracion y maduracion de este producto
(Aguilar-Toala et al., 2021). Consecutivamente, algunos de los metabolitos de las BAL juegan un
papel importante sobre las caracteristicas sensoriales tipicas deseadas en queso (Santiago-Lopez et
al., 2018).

Particularmente en México, los quesos méas populares y consumidos son elaborados a partir de
leche de vaca, tales como el queso tipo Chihuahua, Quesillo y el Fresco. Ademas, en algunas
regiones, también es utilizada la leche de oveja y cabra como materia prima para la elaboracion de
quesos; sin embargo, esta practica es menos comun (De la Rosa-Alcaraz et al., 2020; Gonzélez-
Cordova et al., 2016).

Aunado a lo anterior, el queso Fresco se caracteriza por un alto contenido de humedad, sabor
cremoso y una vida util corta, ademas al ser elaborado a partir de leche cruda, su sabor se ve
influenciado por el microbiota nativa de la leche (Renye et al., 2008). De manera particular, se ha
reportado que el queso Fresco tiene un contenido de humedad de 63.4%, proteina de 15.63%, grasa
(15%) y un pH de 6 (Méndez-Romero et al., 2021).

Adicionalmente, en la mayoria de las regiones, estos quesos, al ser elaborados partir de leche cruda,
representan un problema en el sector salud, por no cumplir con las normas oficiales mexicanas
(Cuevas-Gonzalez et al., 2017). Al respecto, se ha reportado que la leche cruda puede contener

bacterias patdgenas que representan un potencial peligro para la salud humana, por esta razén en
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México existe una regulacién para el uso de la leche bovina destinada a la elaboracién de productos
lacteos. Por tal motivo, la NOM-243-SSA1-2010 especifica que la leche que se utiliza para la
elaboracion de productos lacteos debe ser sometida a un tratamiento térmico que garantice su
inocuidad, eliminando microorganismos patdégenos que amenacen la salud del consumidor (SSA,
2010). Sin embargo, con esta practica, se pierde una gran cantidad de BAL, modificando
caracteristicas sensoriales tipicas deseadas en estos quesos (Santiago-Lopez et al., 2018).

En la actualidad, existe una preocupacion por conservar a los quesos artesanales mexicanos, esto
debido a que una buena cantidad de ellos, estan en peligro de desaparecer por la falta de procesos
estandarizados y por no cumplir con las normas de calidad y seguridad (Cuevas-Gonzales et al.,
2017). A pesar de esto, se han explorado alternativas para poder mejorar este desalentador
panorama. Reyes-Diaz et al. (2021), realizaron un estudio donde agregaron cepas nativas de BAL
como cultivos iniciadores. Los autores encontraron que dos cepas de Lactococcus lactis
presentaron la capacidad de conferir caracteristicas sensoriales deseables en quesos con leche
pasteurizada, similares a un queso Fresco artesanal elaborado a partir de leche cruda.

En relacién con lo anterior, afiadir BAL como cepas de Lactococcus lactis es una estrategia
prometedora para la estandarizacion en el proceso de produccion de los quesos como el Fresco,
cumpliendo las normas de calidad, ademas de conferirles caracteristicas sensoriales similares a los
quesos artesanales. Por otro lado, con la finalidad de mejorar las propiedades bioactivas, se ha
hecho comun la préctica de adicionar elementos de origen vegetal, a productos lacteos como el
queso (Sukhikh et al., 2019). Esto podria representar una idea prometedora para el desarrollo de

alimentos lacteos funcionales con propiedades bioactivas en beneficio a la salud.

2.4.3 Uso de Vegetales como Ingredientes Funcionales en los Quesos

El uso de vegetales actualmente ha Ilamado la atencidn, ya que estos pueden ser incorporados como
ingredientes para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales debido a que estos contienen una
gran cantidad de compuestos bioactivos (Lai et al., 2016). Algunos de los mas reportados son los
compuestos fendlicos, carotenoides, acidos grasos poliinsaturados y vitaminas (Comunian et al.,

2021). Por tal motivo, es de gran importancia conocer las propiedades bioactivas de los compuestos
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presentes en los vegetales, los cuales tienen potenciales aplicaciones en el desarrollo de nuevos

alimentos, con propiedades benéficas para los consumidores.

2.4.4 Propiedades Bioactivas de Quesos Adicionados con Ingredientes Vegetales

Actualmente, la industria lactea se ha dado a la tarea de buscar nuevas estrategias que mejoren
aspectos sensoriales y bioactivos de los alimentos lacteos (Salehi, 2021). Como resultado de esto,
en los Ultimos afios ha ido incrementando el interés por afiadir compuestos de origen vegetal a
matrices lacteas, como los quesos, con el fin de ofrecer novedosos alimentos funcionales al
mercado (Mohamed et al., 2020). Existe evidencia de la adicion de extractos de frutos rojos como
la cascara de Jabuticaba en quesos, debido a sus compuestos bioactivos como antocianinas y
fenoles, aumenta la actividad antioxidante del queso (Martins-Madaléo et al., 2017). Acorde con
esto, en el mismo estudio observaron que queso petit-suisse adicionado con extracto de cascara de
Jabuticaba aumenta la actividad antioxidante del producto final.

En conexidn con lo anterior, esta reportado que la cascara de Jabuticaba es rica en fenoles y
antocianinas, compuestos que son sugeridos para su uso en la industria de alimentos por su
capacidad antioxidante y antimicrobiana (Bataglin-Avila et al., 2020). Por otra parte, se ha
evidenciado que el uso de aceite de aguacate como ingrediente en la elaboracion de un queso
Fresco, aumenta hasta el 52% la presencia de acidos grasos poliinsaturados. Ademas, en este
mismo estudio elaboraron un queso manchego adicionado con aceite de aguacate y se reportd que
hubo un incremento de &cidos grasos poliinsaturados (Algarra et al., 2015). Aunado a esto, hay
estudios que reportan que este tipo de aceites tienen una compleja composicién de acidos grasos,
algunos de los cuales ejercen actividad antinflamatoria y efectos protectores a nivel cardiovascular
(Flores et al., 2019).

Asi mismo, en otro estudio se reporto que la adicion de 5% de pasta de aguacate en un queso
Labneh, mejora la textura y de manera complementaria reportaron que no hubo efectos negativos
en cuanto al sabor y apariencia (Mohamed et al., 2020). Por lo tanto, la industria de productos
lacteos se ha dado a la tarea de innovar, para ofrecer cada vez mejores productos que beneficien a

la salud de los consumidores; por ello, se han buscado nuevas alternativas como adicionar diversos
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ingredientes, tales como colorantes vegetales, con la finalidad de dar propiedades sensoriales méas
atractivas e incrementar su composicién en compuestos bioactivos (Ritota et al., 2022). Sin
embargo, a pesar de lo anterior, no hay estudios que reporten la mezcla de subproductos como la
jamaica y queso Fresco mexicano para potenciar sus propiedades bioactivas, lo cual abre la
posibilidad de explorar el enriquecer este tipo de producto con célices de la flor de jamaica derivada
de su decoccion. Los calices podrian ser utilizados como ingrediente para potenciar la
funcionalidad de los productos lacteos y asi desarrollar alimentos funcionales con mayores
propiedades benéficas a la salud del consumidor. A su vez, dar uso a un subproducto no valorizado
para aumentar el valor nutricional y funcional de este tipo de queso.

Por esta razdn, investigar el efecto de la adicion del subproducto de la decoccion de célices de
jamaica representa una estrategia prometedora para el disefio de un nuevo producto de queso Fresco

como alimento funcional.
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3. HIPOTESIS

La adicién del subproducto de la decoccion de Hibiscus sabdariffa en la elaboracién de
queso Fresco que contenga cultivo iniciador, mejora las propiedades funcionales sin afectar sus
propiedades sensoriales.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la adicion del subproducto derivado de la decoccion de Hibiscus sabdariffa en

las propiedades funcionales y sensoriales de queso Fresco adicionado con cultivo iniciador.

4.2 Objetivos Especificos

e Determinar el nivel de adicion del subproducto derivado de la decoccion de la jamaica su efecto

en las propiedades sensoriales del queso Fresco con cultivo iniciador.

e Evaluar la composicién nutrimental y vida de anaquel del queso Fresco adicionado con el

subproducto derivado de la decoccion de célices de jamaica.

e Evaluar la capacidad antioxidante del queso Fresco adicionado con el subproducto derivado de

la decoccion de la jamaica de mayor aceptabilidad.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion del Subproducto de los Calices de Jamaica

Los calices de jamaica fueron proporcionada por el Tecnologico Nacional de México-Instituto
Tecnologico de Tepic, del estado de Nayarit. La preparacion de la muestra se realizo siguiendo la
metodologia reportada por Amaya-Cruz et al. (2019). Los célices deshidratados se lavaron dos
veces con agua destilada, posteriormente, se agregaron en agua purificada al 6% (p/v) y fueron
sometidos a un proceso de decoccién (100 °C, 10 min). Posteriormente, el liquido fue descartado
y los calices fueron recuperados, por decantacion, y estos se dejaron reposar por 2 h a temperatura
ambiente. Los célices obtenidos fueron homogenizados (Osterizer, Blender, 465-42, EE. UU.)
hasta obtener particulas de aproximadamente 0.5 x 0.01 cm, los cuales se usaron como ingrediente

para su incorporacion al queso Fresco.

5.2 Elaboracién del Queso Fresco con Cultivo Iniciador Adicionado con Calices de Jamaica

En esta etapa se utiliz6 la cepa de Lactococcus lactis NRRL-B-50571 como cultivo iniciador, ya
que en estudios previos demostrd conferir caracteristicas tipicas semejantes a las de un queso
Fresco Mexicano artesanal (Reyes-Diaz et al.,2020). La bacteria fue proporcionada por el
Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos, del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD) de Hermosillo, Sonora, México. Para su propagacion, la
cepa almacenada a -80 °C, se descongeld y se inocul6 al 1% (v/v) en caldo M17, suplementado al
5% (v/v) con lactosa (10% p/v), y se incubd por 18 h a 30 °C. seguido de dos subcultivos, uno de
6 hy 5 h con la finalidad de obtener cultivo fresco. Posteriormente, el cultivo bacteriano se
centrifug6 a 6,000 x g, 10 min, 4 °C, se retird el sobrenadante, y el paquete celular se lavo 2 veces
con 10 mL de una solucion amortiguadora de fosfatos (0.32 mM, pH 7.2) (Reyes-Diaz et al., 2021).
Después del segundo lavado, el paquete celular se resuspendio al volumen inicial (10 mL). Para la
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obtencion del cultivo iniciador en leche, la bacteria lavada fue inoculada (1%, v/v) en leche en
polvo descremada reconstituida (10%, p/v), previamente esterilizada (110 °C, 10 min), y se incub6
por 8 h a 30 °C. El cultivo iniciador se agrego al 2% (v/v) considerando el total de leche a utilizar
para la elaboracion de queso Fresco.

Para elaborar los quesos Frescos se utilizd leche cruda proveniente del centro de acopio de la
Comision Estatal de la Leche de Sonora, ubicada en la localidad de Pesqueira, Sonora. El queso
Fresco se elaboré siguiendo la metodologia previamente reportada por Reyes-Diaz et al. (2020).
Primero, la leche se pasteurizd (65 °C, 30 min), despues se disminuyd la temperatura
inmediatamente hasta alcanzar los 30 °C, temperatura a la cual se agreg6 el cultivo iniciador y se
mantuvo a esta temperatura por una hora. Seguido a esto, se incremento la temperatura a 35 °C, se
agrego cuajo comercial (Cuajomex, Chr. Hansen, México) al 0.15% (v/v) y se dejo reposar por
aproximadamente 90 min, hasta formar un gel firme, representativo de la coagulacién de las
proteinas de la leche.

Posterior al tiempo de coagulacion, se realizo el corte del gel y se dejo reposar por 15 min
aproximadamente, y por decantacion se retird el suero. Después de esto, se agregd NaCl al 3%
(p/p) a la cuajada obtenida y se amasé manualmente para su incorporacion homogénea en la
cuajada. En este punto, la cuajada se dividio para elaborar tres quesos Frescos, a los cuales se les
incorpord calices de jamaica a diferentes concentraciones (1, 2, 0 3%, p/p) y finalmente proceder
con el moldeado que consistio en vaciar a la cuajada sobre una tela de manta en un molde de
plastico. Una vez formados los diferentes quesos en molde de plastico, estos se dejaron reposar por
12 h en refrigeracion (4 °C), posteriormente fueron desmoldeados y se guardaron en bolsas de
plastico cerrados herméticamente, y se mantuvieron en refrigeraron a 4 °C por un dia para realizar
una evaluacién sensorial. A partir de la misma leche, se procesaron un total de dos lotes de queso
siguiendo el mismo proceso para contar con dos repeticiones experimentales en todas
determinaciones del presente estudio.

Adicionalmente, se realizo el recuento en placa para conocer la concentracion inicial y final del
cultivo iniciador, asi como durante el proceso de elaboracion del queso Fresco (cuajada y queso).
Para esta parte del estudio se siguié la metodologia descrita por Méndez-Romero et al. (2021).
Primero se tomé 1 mL del cultivo iniciador y se realizaron diluciones seriadas con agua peptonada,
seguido a esto, se tomaron 100 uL de las dos Gltimas diluciones y se colocaron en placas de agar

M17 (Difco™), previamente preparadas y suplementadas al 5% (v/v) con lactosa preparada a una
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concentracion de 10% (p/v). Para determinar la concentracion celular en el queso, se tomaron 10
mL de leche o 10 g de queso y se mezclaron con 90 mL de agua peptonada estéril, y se siguio el
procedimiento mencionado anteriormente. Las placas de M17 se incubaron por 48 h a 30 °C, se
hizo el recuento de colonias y se calculé la concentracion celular, reportdndose como logio
UFC/mL.

5.3 Evaluacion Sensorial

Para determinar el porcentaje a adicionar de calices en queso, se realizé una evaluacion sensorial
con un panel entrenado (n=9) con experiencia en calidad sensorial de productos lacteos para
determinar la aceptabilidad de los quesos con los diferentes porcentajes de calices. Para ello se
empleo una escala hedoénica de 9 puntos, donde 1 corresponde a “me disgusta totalmente” y 9 “me
gusta totalmente™ y se complementd con una prueba de ordenamiento de mayor a menor agrado de

preferencia de cada uno de los quesos que se presentaron ante los panelistas.

5.4. Composicion Nutrimental del Queso Adicionado con Calices de Jamaica

Una vez obtenido el queso con mayor aceptabilidad se elaboraron tres diferentes quesos; a) queso
testigo (QT), (b) queso con cultivo iniciador (QCI), (c) queso con cultivo y jamaica (QCIJ). se
realizd un andlisis de la composicion nutrimental de QT, QCI y QCIJ, tomando como referencia
las metodologias estandar de la AOAC (2000). Se determiné proteina por el método de micro-
Kjeldahl (9910.20), grasa por el método de Babcok (989.04), cenizas por el método gravimétrico
(990.19), humedad, sélidos totales utilizando método de secado por estufa (947.05) y fibra dietaria
por el método enzimatico-gravimétrico (991.42), acidez por titulacion (920.124). Ademas, se
registr6 pH mediante el potencidometro Orion-modelo 710 (Orion Research InC., USA) y el
contenido de NaCl (Sal) por el método de Volhard (935.43).

39



5.5 Determinacion de Vida de Anaquel

5.5.1 Analisis Microbiologico

Se evalud la vida de anaquel del QCI'y QCIJ en condiciones de refrigeracion (10 °C), considerando
literatura previa en la que se especifica que un queso pasteurizado puede mantener sus propiedades
sensoriales hasta por dos semanas en refrigeracion (Saito et al., 2019). Considerando estos
antecedentes, se tomaron muestras a los 0, 4, 6, y 17 dias de almacenamiento para realizar el conteo
microbiologico. Para el andlisis microbioldgico, se tomaron 10 g de muestra de queso y se
homogenizaron con 90 mL en agua peptonada, y se prepararon diluciones seriadas en la misma
solucidn. Para el recuento de hongos y levaduras, estas se hicieron en agar PDA (Potato Dextrosa
Agar, por sus siglas en inglés, (DIFCO Sparks, St. Louis Missouri, EE. UU), acidificado a pH de
3.5 con &cido tartarico preparado al 10% (FAGA "B, México), incubando las placas a 25 °C por 5
dias. Los resultados obtenidos se expresaron como unidades formadoras de colonias por gramo de
muestra (UFC/g). Los coliformes totales se determinaron con la técnica del nimero méas probable
(NMP). Para ello se utiliz6 caldo lauril sulfato como medio de cultivo (DIFCO, Spark, EE. UU), y
dentro de los tubos se colocaron campanas durham (VWR International, Cherter, EE. UU). Los
tubos se incubaron a 37 °C por 48 h. Los resultados obtenidos se expresaron como el NMP/g de
muestra. Ademas, se realizd conteo bacteriano de Lactococcus lactis en placas de agar M17
(DIFCO ™), previamente preparadas y suplementadas al 5% (v/v) con lactosa (10% p/v). Las

placas se incubaron a 30 °C por 48 h, los datos se reportaron como logio UFC/mL.

5.5.2 Analisis Sensorial

Se realizé una evaluacion sensorial para determinar los cambios en el queso durante 17 dias de
refrigeracion considerando las variables de aroma, sabor, textura y apariencia general (Rad et al.,

2020). Para la evaluacion sensorial de las muestras, se contd con un panel entrenado conformado

40



por jueces con experiencia en calidad sensorial de productos lacteos. Previa a la evaluacion de la
calidad de las muestras, se realizaron diversas sesiones de reentrenamiento para familiarizarse con
las muestras de estudio y para validar la precision de los juicios emitidos por el panel.

La evaluacion sensorial se realizo en el Laboratorio de Analisis Sensorial de la Coordinacion de
Tecnologia de Alimentos de Origen Animal. A los panelistas se les entregaron muestras de
aproximadamente 10 g de queso molido colocados en recipientes de plastico tapados, dichas
muestras se codificaron con distintos codigos (tres digitos) de manera aleatoria. Adicionalmente,
se les proporcionaron galletas integrales no saborizadas y un vaso con agua para limpiar el paladar
al final de la evaluacion de cada muestra.

Bajo luz rojay en cabinas independientes, a los panelistas se les pidi6 que emitieran su juicio sobre
la intensidad de los atributos de sabor, aroma y textura usando una escala semiestructurada de 9
cm, como se muestra en la figura 2, donde un valor de 9 era indicador de excelente calidad y
equivalente a la muestra de referencia. En este caso, la muestra de referencia usada fue una muestra
de queso (QCI, QCIJ) recién elaborada, empleada para evaluar cada respectivo tratamiento y que
indican la frescura original del producto. Por otro lado, un valor de O indicaba una percepcion
diferente en cada atributo medido.

Los juicios emitidos sobre la escala fueron medidos a partir el valor de cero y promediados para
todo el panel de jueces para obtener un valor en cada atributo por muestra. Los datos obtenidos
fueron comparados usando la escala de calidad sensorial de Karlsruhe (cuadro 2) para indicar los
cambios de la calidad del queso durante los dias de almacenamiento bajo refrigeracion (Romero-
Espina, 2019; Ibarra et al., 2012).
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Prueba de aceptabilidad de queso

Nombre: Fecha: __31/03/2023

Instrucciones:
Ante usted se encuentra una muestra de referencia de queso, la cual puede utilizar para recordar
sus caracteristicas. Asi mismo se le presenta una muestra de queso problema. Ubique, segun su
apreciacion en cada uno de los atributos, a la muestra problema con una X sobre su respectiva
escala estructurada donde un valor de 9 es indicador de excelente calidad y equivalente a la
muestra de referencia y 0 indica una percepcion diferente de cada atributo. Sobre la X, que indica
su juicio, coloque el codigo de cada muestra correspondiente. Con la finalidad de aclarar el
paladar, consuma agua y galletas antes de degustar cada muestra y entre cada una de ellas.

Muestra A
Aroma
| | |
| | |
0 9
Sabor
| | |
| | |
0 9
Textura
| | |
| | |
0 9

Figura 2. Formato de evaluacion sensorial para vida de anaquel del queso

Cuadro 2. Escala de Karlsruhe para la calidad sensorial de alimentos.

Grados Clasificacion Calificacion

Grado | Excelente 9
Caracteristicas

tipicas Muy buena 8
Buena 7
Grado 11 Satisfactoria 6
Deterioro Regular 5
tolerable Suficiente 4
Grado 111 Defectuosa 3
Deterioro Mala 2
indeseable Muy mala 1




5.6 Obtencidén de Extractos Solubles del Queso Fresco

Para la determinacion de la actividad antioxidante, se obtuvieron fracciones <3 kDa siguiendo la
metodologia descrita por Torres-Llafiez et al. (2011). Para ello, 25 g de muestra se homogenizaron
en 50 mL de agua destilada, manteniendo en agitacion constante (300 rpm, 30 min). La muestra
homogenizada se mantuvo a 4 °C por 1 h. Posteriormente, se centrifugaron a 4600x g durante 35
min (SorvallTM ST 16 R, centrifuga, México) y el sobrenadante se filtro utilizando lana de vidrio.
El extracto se ultrafiltré utilizando membranas <3 kDa (0.22 pum, Ultracel Amicon Ultrafiltration
Discs: Millipore, Billerica, MA). Las muestras se conservaron en tubos falcon a -20 °C para su

posterior analisis.

5.7 Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante se determind en los quesos QT, QCI, y QCIJ, por tres métodos; &cido
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico (ABTS, por sus siglas en inglés), Capacidad de
Absorcién de Radicales de Oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), y 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo (DPPH, por sus siglas en inglés). Las metodologias utilizadas se encuentran
descritas en la siguiente seccion. Se prepard una solucién de Trolox, la cual se utiliz6 como curva
estandar (0-500 uM) y los resultados se expresaron como uM de equivalentes de Trolox/mg de
proteina.

5.7.1 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método de ABTS

Para evaluar la actividad antioxidante por el método ABTS se seguio la metodologia descrita por
Re et al. (1999). Para la formacion del radical ABTS* (7 Mm), este se preparo en una solucion de
persulfato de sodio (2.45 Mm) y se dejé incubar en obscuridad por 16 h, a 30 °C. Posteriormente,
el radical ABTS=* se ajustd con PBS (0.05 mM, pH 7.2) hasta obtener una densidad éptica (DO734
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nm) = 0.70 = 0.02 (SpectraMax M3 multimode microplate reader, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA). Una vez ajustada la solucion, se utiliz6 200 uL. de ABTS* y se mezcl6 con 5 pL de la

fraccion <3 kDa, y se incubo por 7 min a temperatura ambiente y se midio la absorbancia.
5.7.2 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método de ORAC

La capacidad antioxidante de las fracciones <3 kDa por el método de ORAC se determino
siguiendo la metodologia establecida por Zulueta et al. (2009), con algunas modificaciones. Se
mezclo 50 L de muestra con 40 uL de fluoresceina (70 nM), en una microplaca de 96 pocillos, y
se adiciono 30 pL de radical, 2,2 -azobis (2-amidinopropane) dihidro-clorido (AAPH) (221 mM).
La pérdida de la fluorescencia se evalu6 cada 5 min durante 5 h, 37 °C a una longitud de excitacion
de 485 nm y de emision 535 nm (SpectraMax M3 multimode microplate reader, Molecular
Devices, unnyvale, CA, USA)). Los datos obtenidos fueron normalizados con respecto a una curva
estandar, utilizando PBS (50 mM, pH 7.2) como blanco. Posteriormente, los datos normalizados

se utilizaron para determinar el area bajo la curva con la siguiente formula:

i=80

1+ Z Fi/fO

Donde fo= es la lectura de la fluorescencia inicial en tiempo 0 y fi= es la lectura de fluorescencia
después de 5 h (Davalos et al., 2004; Zulueta et al., 2009).

5.7.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método DPPH
La capacidad antioxidante por el método DPPH se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por

Herald et al., (2012). El radical de DPPH se preparé en una solucion de metanol al 80% y se agito
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por 40 min. Posteriormente, en una microplaca de 96 pocillos, se agregaron 25 pL de muestray se
mezclaron con 200 pL de la solucién de DPPH. Las muestras se dejaron incubar por 30 min en
oscuridad a temperatura ambiente, y se registro la absorbancia a 517 nm (SpectraMax M3). La

actividad antioxidante se calcul6 en funcion de la curva estandar.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de la evaluacion sensorial se analizaron utilizando un disefio de
mediciones repetidas y se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza. Al
encontrar diferencias significativas se realiz6 una comparacion de medias, aplicando la prueba de
comparacion multiple de Tukey-Kramer. Por otro lado, para las pruebas de composicion
nutrimental, vida de anaquel y capacidad antioxidante se utilizé un disefio completamente al azar
de una via, aplicando un analisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza. El experimento se
realiz6 por duplicado y el analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico NCSS, 2021,

version 21.0.7.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Recientemente, se cuenta con registros de los compuestos presentes en los célices de la
jamaica y sus efectos sobre la salud. En este contexto, la fibra forma parte importante de estos
calices, a su vez, ésta puede ser soluble e insoluble, en las que se pueden encontrar polifenoles
unidos a su estructura, lo que también da la clasificacion de fibra antioxidante (Duarte-Valenzuela
et al.,2016). Ademas, algunos de los compuestos bioactivos presentes en los calices, como
polifenoles extraibles, no extraibles y taninos condesados, también estan asociados con capacidad
antioxidante. Por otro lado, los compuestos fendlicos unidos a la fibra pueden llegar al colon y ser
transformados por la microbiota intestinal en metabolitos benéficos para la salud (Sayago-Ayerdi
et al.,2021). En este trabajo, los calices fueron sometidos a un proceso de coccion (100° C, 5
minutos) con agua purificada. Al respecto, algunos autores han reportado que los célices de la
jamaica después de un proceso de coccidn conservan el contenido de algunos de sus compuestos
bioactivos como fibra dietaria y polifenoles (Sadyago-Ayerdi et al.,2013). Por esta razén, es de gran
importancia resaltar las ventajas de este tipo de subproducto y su potencial como un ingrediente
complementario en queso Fresco para mejorar las caracteristicas nutricionales, e incrementar su
contenido en compuestos con capacidad antioxidante.

En las siguientes secciones se reportan los resultados obtenidos posteriores a la adicion del
subproducto de célices de jamaica en queso Fresco con cultivo iniciador, su aceptabilidad con
diferentes concentraciones de célices de jamaica (subproducto), composicion nutricional, vida de
anaquel (calidad sensorial y microbiolégica) y capacidad antioxidante.

7.1. Conteo Microbioldgico en Cultivo Iniciador, Cuajada y Queso Fresco

Se monitored la viabilidad de la bacteria utilizada como cultivo iniciador (cuadro 3), inoculada en
leche e incubada por 8 h a 30 °C donde se encontrd una concentracién inicial de 7.29 + 0.2 logio
UFC/mL, y la concentracion incremento hasta dos logaritmos. Este incremento puede deberse a
que Lactococcus lactis tiene la capacidad de utilizar a la lactosa como fuente de carbono para crecer
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(Beltran-Barrientos et al., 2019). Por otro lado, esta concentracion se mantuvo en la cuajada y en
el queso después de desmoldarlo, lo que podria estar debido al contenido de lactosa en la leche

utilizada como materia prima para la elaboracién del queso (Mejorera et al., 2023).

Cuadro 3. Cuenta viable de Lactococcus lactis durante el proceso de elaboracion del queso Fresco

Lactococcus lactis
NRRL B- 50571
(Logio UFC/mL)

Concentracion inicial del Cl 7.29+0. 28

Concentracion del Cl en leche 9.26 + 0.15°
pasteurizada

Cuajada 9.43 + 0. 88"

Queso 9.35 + 0.03°

Cl: cultivo iniciador. Literales diferentes en superindices indican diferencias significativas
(p<0.05) entre las diferentes etapas del proceso. Los resultados son expresados en media *
desviacién estandar (n=2).

7.2 Evaluacién Sensorial

En las figuras 3-7 se observa la aceptabilidad que obtuvieron los quesos adicionados con cada uno
de los porcentajes de jamaica. Para el caso de aroma (Figura 3), la incorporacion del 2% de calices
mostr6 el mayor valor de aceptabilidad con 7.0 + 0.51, seguido del queso con 3% de célices 6.53
+ 0.28, y finalmente el queso con 1% de calices 6.4 + 0.15; sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas (p>0.05) entre los tipos de quesos. Respecto a la aceptacion del sabor
(Figura 3), se observo el mismo comportamiento, la aceptabilidad fue de 7.6 £ 0.57, 6.5 +0.13, y
6.0 £ 0.48; mientras que para textura (Figura 5) fue de 7.1 + 0.33, 5.7 £ 0.30, 6.0 £ 0.68, y en
apariencia general (Figura 5) con 7.64 £ 0.2, 5.5 £ 0.22, 6.3 £ 0.13, para los quesos adicionados
con 1%, 2% y 3% (p<0.05), respectivamente. Considerando los resultados en aceptacion general,
el queso adicionado con 2% de célices de jamaica mostré mayor grado de aceptabilidad (p<0.05)
con un promedio de 7.35 = 0.31 comparado con 6.27 £ 0.14 para 1% y 6 £ 0.51 para 3%, tal como

se observa en la figura 6.
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Ademas, en la prueba de ordenamiento también se observé que el queso de mayor preferencia fue
el adicionado con el 2% de célices (Figura 8). Basados en los resultados anteriores, el queso con
2% de calices de jamaica fue el elegido para continuar con las siguientes determinaciones en el
presente estudio.

En la literatura ya se ha reportado la adicion de 2 a 5 % (p/p) de componentes de origen vegetal en
quesos, porcentajes que han mostrado caracteristicas sensoriales aceptables en este tipo de
productos (Granato et al., 2018). Por otro lado, se ha sugerido que la adicion de estos componentes

en quesos podria mejorar su valor nutrimental (Short et al., 2021).

Aroma
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1% 2% 3%

Concetracion de calices de jamaica
Figura 3. Evaluacién del aroma en quesos elaborados con las diferentes concentraciones de célices
de jamaica. Literales iguales sobre la barra, indican diferencias significativas (p>0.05) entre
quesos. Las barras representan la media £ desviacion estandar (n=2).
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Concetracion de calices de jamaica
Figura 4. Evaluacion del sabor en los quesos elaborados con las diferentes concentraciones de

calices de jamaica. Literales diferentes sobre las barras indican diferencias (p<0.05) entre quesos.
Las barras representan la media + deviacion estandar (n=2).
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Concetracion de calices de jamaica
Figura 5. Evaluacion de la textura en los quesos elaborados con las diferentes concentraciones
calices de jamaica. Literales diferentes sobre las barras indican diferencias (p< 0.05) entre quesos.
Las barras representan la media + deviacion estandar (n=2).
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Apariencia general

Aceptacion

1% 2% 3%
Concetracion de calices de jamaica

Figura 6. Evaluacién de la apariencia general en los quesos elaborados con las diferentes
concentraciones calices de jamaica. Literales diferentes sobre las barras indican diferencias (p<
0.05) entre quesos. Las barras representan la media £ deviacion estandar (n=2).

Aceptacion general

Aceptacion

1% 2% 3%

Concetracién de calices de jamaica
Figura 7. Evaluacion general de los quesos elaborados con las diferentes concentraciones calices
de jamaica. Literales diferentes sobre las barras indican diferencias (p< 0.05) entre quesos. Las
barras representan la media £ deviacion estandar (n=2).
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Prueba de ordenamiento de aceptabilidad general

Porcentaje de adicion de jamaica

= 1% mm 2% mEm 3%
Figura 8. Prueba de ordenamiento de aceptabilidad general de los quesos con las diferentes
concentraciones de célices de jamaica

7.3 Composicion Nutrimental

En el cuadro 4 se muestran los resultados obtenidos de la composicion nutricional de los quesos
elaborados. Respecto al contenido de humedad, se observaron diferencias entre todos los quesos,
donde QT presentd el mayor porcentaje de humedad. En cuanto a los solidos totales, el QCI fue
ca. 1.16 veces mayor a QCIJ y 1.18 veces mayor que el QT. En estudios previos, se ha reportado
que la adicidn de cultivos iniciadores en la elaboracion de quesos disminuye el contenido de
humedad y aumenta el contenido de sélidos totales (Husein et al., 2022). Esta disminucion de
humedad puede deberse a que la bacteria utilizada sea altamente acidificante, promoviendo con
ello una mayor sinéresis en la cuajada, generando la separacién del suero y provocando una mayor
pérdida de humedad. De hecho, se ha reportado que una mayor acidez promueve una mayor
sinéresis (Pastorino et al., 2003) y por ende, resulta una mayor concentracion de los solidos totales.
Ademas, se ha reportado que este fenomeno también puede ser consecuencia del proceso de
elaboracion de los quesos, asi como por la presencia de calcio libre, que genera la unién de la
caseina en la red de proteinas presentes en la cuajada (Ramirez-Lopez y Vélez-Ruiz, 2012).

Asimismo, se ha estimado que, durante la acidificacion de la cuajada, se puede perder hasta tres
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terceras partes de humedad (De la Rosa-Alcaraz et al., 2019), tal como se observa en el contenido
de humedad en los QCIl y QCIJ del presente estudio.

Derivado de esta concentracion de solidos totales, el porcentaje de proteina se incrementd en QCI
y QCIJ con valores de 16.23 y 14.21%, respectivamente y fueron significativamente diferentes a
QT con 12.48%. Adicionalmente, se ha reportado que el uso de cultivos iniciadores en productos
lacteos podria promover un ligero aumento en el porcentaje de proteina del producto final, debido
a que las bacterias pueden generar una mayor proporcion de proteinas solubles, aminoacidos libres

y nitrégeno no proteico a partir de la matriz alimentaria (Tenea y Suarez, 2020).

Cuadro 4. Composicién nutrimental de quesos QT, QCI, QCIJ

Quesos
QT QCI QClJ
Humedad (%) 61.82£0.56% 54.92 +0.45° 56.08 + 0.524
Solidos Totales (%) 38.18 £0.56%  45.08 + 0.45¢ 43.92 +0.5¢
Proteina (%) 12.48 +0.85*  16.23 +0.20° 1421 +1.102
Grasa (%) 16.00 £0.01*  24.00 + 0.01° 21.00 + 0.01°
Cenizas (%) 3.04 £ 0.0217 2.67 +0.06° 2.54 +0.09°
FDT (%) 0 0.52 +0.04° 1.40+0.02¢
NaCl (%) 1.44 + 0.05° 1.55+ 0. 542 1.92+0.13?
Acidez 1.34 £0.012 8.18 £0.37° 8.05 + 0.56°
pH 6.44 £ 0. 16° 4.98 +0.14° 4.96 + 0.03°

QT: queso testigo, QCI: queso con cultivo, QCIJ: queso con cultivo mas jamaica, Acidez: acidez
titulable (% é&cido lactico/L), FDT: fibra dietaria total. Los valores se reportan en base himeda y
expresados en medias + DE (n=2). Literales diferentes en superindices por renglon indican
diferencia entre los quesos evaluados (p<0.05).

En los parametros de ceniza, grasa, pH y acidez titulable, los quesos QCI y QCIJ mostraron
diferencia (p<0.05), siendo estos los que presentaron mayor porcentaje de acidez, NaCl, valores
mas bajos de pH y menor porcentaje de cenizas en comparacion con el QT. En estudios anteriores,
se ha evidenciado que el uso de L. lactis NRRL-B-50571, generan una disminucion del pH en
queso Fresco, comparado con quesos sin cultivo iniciador y a sus propiedades acidificantes en
leche (Reyes-Diaz et al., 2019; Beltran-Barrientos et al., 2019). En este sentido, una disminucion
de pH de quesos elaborados con cultivo iniciador puede estar condicionada por la accién del

microorganismo sobre los carbohidratos del queso, a partir de los cuales forman acido lactico, que
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explicaria el decremento de pH en los quesos QCI y QCIJ en comparacion con QT (Rodriguez-
Oliva et al., 2022).

Por otro lado, se encontré mayor porcentaje de fibra (p<0.05) en el queso adicionado con los célices
de jamaica (QCI1J), y en QCI respecto a QT (p<0.05). En este sentido, estudios previos han
evidenciado que los célices son fuente importante de fibra dietaria (370-450 g/kg™), valores que
pueden variar en funcion del contenido de humedad y variedad de la muestra evaluada (Sayago-
Ayerdi et al., 2013). Convencionalmente, la fibra dietaria puede clasificarse en soluble e insoluble,
que desde el punto de vista funcional es de gran importancia debido a que estas tienen efectos
benéficos a la salud. Particularmente, la fibra dietaria soluble (FDS), una vez presentes en el tracto
gastrointestinal, envia sefiales de saciedad (S&yago-Ayerdi et al.,2021). Ademas, sirve como
sustrato fermentativo para el microbiota del colon, el cual puede ser transformado en acidos grasos
de cadena corta con beneficios a la salud. Por otro lado, la fibra insoluble (FDI) favorece a la
motilidad intestinal, y es considerada como un sustrato potencial para el microbiota del colon; sin
embargo, en menor proporcion que la fibra dietaria soluble (Sayago-Ayerdi et al., 2016).

De manera complementaria, se ha reportado que algunas cepas de Lactococcus lactis son capaces
de producir exopolisacaridos que pudieron aportar, de manera parcial, al aumento en el contenido
de fibra en el QCl 'y QCHJ. Por lo anterior, la adicion de cultivo y el subproducto de los calices de
jamaica en queso Fresco nos proporciona una potencial estrategia para elaborar un producto con
mejores caracteristicas nutricionales, aportando aproximadamente 0.42 g de fibra por cada 30 g de
queso (base humeda). Considerando que el Q no aporta fibra, la adicion del subproducto de jamaica
representa una ventaja, considerando que el consumo de fibra ayuda a evitar a prevenir

enfermedades metabdlicas y promueve una buena salud intestinal (Compaore-Sereme et al., 2022).

7.4 Vida de Anaguel

7.4.1 Analisis Microbioldgico

En el cuadro (5) se presentan informacion referente al analisis microbiologico de los quesos QCI
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y QCIJ, durante 17 dias de almacenamiento. Esto considerando que un queso Fresco pasteurizado
puede durar hasta dos semanas en refrigeracion posterior a su elaboracién (Bezie, 2019). En el
presente estudio solo se tomo en cuenta a los quesos adicionados con cultivo iniciador, debido a
que, hasta el momento, no existe evidencia acerca de la vida atil de un queso Fresco adicionado
con un cultivo de L. lactis NRRL B-50571. Los resultados obtenidos en el analisis microbiol6gico
evidenciaron que la concentracion inicial de L. lactis fue de 9.34 + 0.01 para QCI y para QCIJ de
9.37 £ 0.03 log10 UFC/mL, sin encontrar diferencias significativas entre ambos quesos (p>0.05).
Sin embargo, los conteos de BAL fueron disminuyendo gradualmente durante el tiempo de
almacenamiento sin sobrepasar una disminucion de un ciclo logaritmico. Esta disminucion podria
deberse a la inhibicion por sustancias antimicrobianas producidas durante la fermentacién o por la
disminucion de fuente de carbohidratos. Asimismo, se ha reportado que BAL podrian comenzar
procesos de autdlisis debidos a cambios de temperatura o poca disponibilidad de carbono en el
medio (Blaya et al., 2018).

Durante el tiempo de almacenamiento, no se observo crecimiento de hongos y levaduras, ni de
coliformes totales. Esto podria estar asociado a la actividad antimicrobiana de L. lactis, que en
estudios previos ha mostrado capacidad de producir bacteriocinas, en particular nisina (Heredia-
Castro et al., 2017). En este sentido, se ha observado que el uso de BAL en alimentos inhibe el
crecimiento de hongos y levaduras, debido a que estas bacterias podrian generar péptidos, acidos
grasos, asi como a la presencia de acidos organicos y compuestos de bajo peso molecular como
péptidos (bacteriocina) con actividad antifungica (Riesute et al., 2021; Luo et al.,2023).
Convencionalmente, el proceso de pasteurizacion también ayudo a disminuir la carga microbiana
que se ha reportado en la leche cruda. Al respecto, la pasteurizacion ha sido un tratamiento eficaz
para la reduccién de microorganismos patdgenos y por ende genera un producto inocuo por mas
tiempo, considerando un correcto manejo del alimento (buenas practicas de higiene y manufactura)
(Abdulstar et al., 2023).

Adicionalmente, se observé que la adicion de jamaica en el queso con cultivo iniciador no afect6
la viabilidad de la bacteria en los primeros dias de refrigeracion. Esto es similar a lo que se ha
reportado en estudios previos, donde se ha evidenciado que la adicion de polvo de orujo (1% p/p)
en queso fresco con cultivo iniciador (L. lactis) no afecta a su crecimiento y desarrollo durante 31

dias de refrigeracién (Barbaccia et al.,2021).
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Cuadro 5. Anélisis microbiologico del queso Fresco durante su almacenamiento bajo refrigeracion
(10°C)

Microorganismos
Coliformes Hongos y Lactococcus lactis
(NMP) levaduras NRRL B- 50571
Quesos (UFC/mL) (Logio UFC/mL)
Dias de refrigeracion
0 4 6 17 0 4 6 17 0 4 6 17
QClI
<3 ND 9.34+0.01a  9.370.02a 9.07£0.02b  8.20+0.14c*

QClJ <3 ND 9.37+0.03a  9.27+0.05a  9.44+0.12a 7.37£0.57b

QCI (gueso con cultivo), (QCIJ: queso con cultivo y jamaica) expresados en media £ DE (n=2). ND: no
detectado. NPM (numero més probable) por cada 10 mL. *Indica diferencias (p<0.05) entre muestras para
el mismo tiempo de almacenamiento. Literales diferentes en subindices indican diferencias significativas
(p<0.05) entre tiempo de almacenamiento.

7.4.2 Andlisis Sensorial

En la figura (9) se observan los puntajes promedio de la calidad sensorial en las variables de aroma
(Figura A9), sabor (Figura B9) y textura (Figura C9) entre el queso con bacteria (QCI) y un queso
con célices de jamaica (QCIJ) durante el tiempo de almacenamiento. Los resultados muestran
diferencia (p<0.05) hasta el dia 9 de refrigeracion para cada queso. Esto sugiere que a partir del
noveno dia de almacenamiento, la calidad de los atributos sensoriales de los quesos, tales como
aroma, sabor y textura, comenzaron a disminuir gradualmente disminuyendo su aceptabilidad hasta
alcazar valores de 6 o inferior que equivale a una calidad de grado Il en la escala de Karlsruhe
(cuadro 2). Lo cual, si bien podria considerarse una calidad regular de deteriord tolerable, ya seria
una caracteristica de la perdida de la frescura del producto. A partir de este dia no se encontraron
diferencias significativas con respecto a los dias 13 y 17, lo que sugiere que dicha calidad se
mantiene estable durante estos dias de almacenamiento en refrigeracién. Por otro lado, QCly QCIJ
mostraron tendencias semejantes en cuanto a los cambios sensoriales, en este contexto, no
mostraron diferencias significativas (p>0.05) entre los quesos comparando los dias de
refrigeracion. Lo que nos sugeriria que la adicion de jamaica no afecta a la aceptabilidad del queso
Fresco.

De manera general, la caracteristica sensorial que tuvo mayor impacto en la calidad del queso fue
la textura (Figura 9C) ya que durante los dias 9, 13 y 17 de almacenamiento obtuvo puntajes por

debajo de 5 como se puede observar en la figura 8C. Sin embargo, es importante destacar que la
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presencia de cambios en las caracteristicas sensoriales del queso no implica necesariamente que no
sea agradable al paladar del consumidor. De hecho, aunque el queso ya no mantenga las
caracteristicas frescas en comparacion con un queso recién elaborado, aln se puede consumir hasta
17 dias después de su almacenamiento, esto basado en la escala de pérdida de la calidad propuesta
por Karlsruhe que define diferentes grados de calidad de un alimento. Cabe mencionar, que cuando
se trata de alimentos como el queso, existen variedades que sufren procesos de maduracién que les
permiten adquirir caracteristicas sensoriales deseables (Kajak-Siemaszko et al., 2022). Por lo tanto,
el queso Fresco del presente estudio pudo presentar un proceso involuntario de maduracion, que
proporciond cambios sensoriales, detectados durante el periodo de evaluacion.

En este sentido y tomando en cuenta dicha escala, los panelistas proporcionaron puntajes en un
rango de 5 a 6, indicando que el queso evaluado aun es considerado de calidad grado Il en cuanto
al aroma y sabor en comparacién a un queso Fresco recién elaborado. En consecuencia, los
resultados de este estudio sugieren que la adicion del subproducto de jamaica no afecta las
caracteristicas sensoriales, las cuales se mantuvieron estables con referencia a un queso testigo

durante el periodo de evaluacion.
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Figura 9. Evaluacion de los atributos de aroma, sabor y textura de los quesos almacenados en
refrigeracion (10 °C). QCIJ: queso con cultivo y jamaica. QCI: queso con cultivo iniciador.
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En general, el contenido de proteina, grasa y acidez encontrada en los quesos con cultivo iniciador
y jamaica pueden contribuir al sabor y aroma caracteristicos de estos productos lacteos. Las
bacterias del género Lactococcus son responsables de la fermentacion de la lactosa, lo que permite
la produccién de &cido lactico y otros metabolitos como compuestos volatiles y péptidos que
influyen en las caracteristicas sensoriales del queso (Torres-Llanes et al., 2006). Se ha reportado
que cepas especificas de L. lactis a partir de su protedlisis generan compuestos volatiles como
acidos, alcoholes, aldehidos y cetonas que confieren caracteristicas de olor semejantes a las de un
queso artesanal (Reyes-Dias et al., 2019). Por lo que los resultados de la aceptabilidad de QCl y
QCI1J pudieron verse influenciados por produccion de compuestos volatiles generados a partir de

la adicion del cultivo iniciador utilizado en este estudio.

7.5 Determinacién de la Capacidad Antioxidante

7.5.1. Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método de ABTS

Para la determinacién de la capacidad antioxidante se consideraron los tratamientos iniciales (QT,
QCI, QCI) y se midio la capacidad a los 0, 9, y 17 dias de almacenamiento.

En la figura (10) se puede observar la capacidad antioxidante por el método ABTS de los extractos
completos (10A) y fracciones < 3 KDa (10B). En los extractos solubles se registré6 mayor capacidad
antioxidante en los quesos QCI y QCIJ (p<0.05) en comparacién con el QT, pero después de 9 y
17 dias de almacenamiento los quesos QCI y QCIJ presentaron un aumento de dicha capacidad a
los 17 dias de refrigeracion (10 °C). Por otro lado, para las fracciones < 3 kDa obtenidas de los
quesos QCI y QCIJ también presentaron mayor capacidad antioxidante en comparacion con el QT
(p<0.05) durante su almacenamiento, observando un incremento significativo a los 9 y 17 dias de
almacenamiento (p<0.05).

En general, los QCI y QCIJ presentaron mayor capacidad antioxidante en los extractos completos
y fracciones < 3 kDa. Sin embargo, las fracciones < 3 kDa presentaron dos veces mas capacidad
antioxidante en comparacion con los extractos completos. Esto se puede deber a que péptidos
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generados por L. lactis, pueden tener en su estructura aminoacidos como tirosina, triptéfano,
metionina, cisteina, fenilalanina e histidina los cuales se han reportado como responsables de la
actividad antioxidante (Srivastava et al., 2022). En este sentido, se ha evidenciado que la secuencia
y longitud de aminoacidos que conforman diferentes péptidos puede influir en su funcionalidad,
por ejemplo, péptidos de menor tamafio tiene una tasa de absorcion mas alta, favoreciendo sus
probabilidades de ejercer su efecto de manera sistémica en modelos vivos (Kleerebezem et
al.,2020; Beltran-Barrientos et al., 2018). Lo anterior nos podria indicar que los QCl y QCIJ tienen
la capacidad de estabilizar el radical ABTS el cual se forma previamente por su oxidacién con meta
mioglobina y perdxido de hidrdégeno (Aguilar-Toala et al., 2019).

Por otro lado, en QCIJ también se puede encontrar polifenoles conferidos por la jamaica, los cuales,
también contribuyen a la capacidad antioxidante observada en el queso (Shahidi y Dissanayaka,
2023). Particularmente, los calices de la jamaica han sido asociados a capacidad antioxidante
debida a su contenido de polifenoles extraibles como antocianinas y polifenoles hidrolizables
formados por galotaninos y elagitaninos, asi como taninos condensados como las catequinas
(Sayago-Ayerdi et al., 2016). A su vez, estos compuestos pueden ser parcialmente responsables
del incremento de la capacidad antioxidante de QCIJ.

Estudios previos han reportado que la adicion de compuestos fenolicos en la cuajada de quesos
incrementa la capacidad antioxidante y la composicion nutrimental del producto final (Han et al.,
2019). Asi mismo, estudios realizados por Martins et al. (2019) reportaron que la adicidn de cascara
de Jabuticaba en queso petite-suite aumentd la capacidad antioxidante. Por su parte, en queso Ras,
adicionado con chile jalapefio rojo, se observé el mismo efecto, atribuido principalmente a los
compuestos fendlicos presentes en el chile (El sayed et al., 2019). Trabajos de este tipo, sugieren

que la adicion de compuestos vegetales favorece la capacidad antioxidante del producto final.
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Figura 10. Capacidad antioxidante por el método de ABTS de QT (queso testigo), QCI (queso con
cultivo iniciador), QCIJ (queso con cultivo y jamaica 2%). Resultados son expresados en medias
+ DE (n=2). Literales minusculas indican diferencia (p<0.05) entre quesos para cada tiempo de
almacenamiento. Literales mayusculas indican diferencia entre tiempos de almacenamiento para
un cada queso.

7.5.2 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método de ORAC

En la figura (11) se presenta la capacidad antioxidante por el método de ORAC. Los resultados
muestran mayor capacidad en los quesos QCI y QCIJ (figura 11A). Sin embargo, durante el
almacenamiento, la actividad de QCI disminuyd, pero en QCIJ aumento dos veces comparado con
QT, siendo el valor mas alto con 1188.21 umol Eg. Trolox/mg proteina. Por otro lado, en las
fracciones < 3 kDa (figura 11B), a los 0 dias, los quesos QCI y QCIJ aumentaron la actividad 1.4
veces comparado con el QT. Al final del periodo de almacenamiento, el QCI y QCIJ fueron los
que presentaron mayor actividad con 1490 + 398.13 y 1869.44 + 323.67 umol Eg. Trolox/ mg
proteina, respectivamente (p<0.05).

Por su parte, algunos taninos > 3 kDa como el &cido siringico, los cuales permanecen en los célices
después de su decoccion (Mercado-Mercado et al., 2015) presentan capacidad antioxidante por el
método de ORAC (Skroza et al., 2022). A su vez, estos compuestos con capacidad de estabilizar
radicales peroxilo, tienen mas probabilidades de ejercer su efecto en organismos vivos (Prior y Cao
etal., 1999).

Adicionalmente, se ha reportado que puede existir una interaccion entre compuestos fendlicos y

proteina de la leche, dichas interacciones pueden darse por enlaces no covalentes, como
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interacciones hidrofobicas, enlaces de hidrégeno, atraccion electrostatica y fuerzas de Van der
Waals (Yildirim-Elikoglu et al., 2018). Lo que nos sugiere que compuestos fenolicos presentes en
la jamaica pudieran interaccionar con la proteina de la leche y ejercer efectos positivos en cuanto
a la capacidad antioxidante reportada en este estudio. Adicionalmente, en estudios previos se
reportd que flavonoides como las antocianinas pueden interactuar con la proteina de la leche y
mejorar la estabilidad de dichos compuestos y aumentar la capacidad antioxidante (Ma et al.,
2022).

Los resultados de capacidad antioxidante por el método de ORAC nos sugiere que los péptidos

derivados de QCI y QCIJ tienen mayor capacidad para inhibir la oxidacion de radicales perdxidos.
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Figura 11. Capacidad antioxidante por el método de ORAC durante el periodo de almacenamiento
(17 dias) de QT (queso testigo), QCI (queso con cultivo iniciador), QCIJ (queso con cultivo y
jamaica 2%). Resultados son expresados en media + DE (n=2). Literales minusculas indican
diferencia (p<0.05) entre quesos para cada tiempo de almacenamiento. Literales mayusculas
indican diferencia entre tiempos de almacenamiento para un cada queso.
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7.5.3 Determinacion de la Capacidad Antioxidante por el Método DPPH

La actividad antioxidante por el método DPPH se pueden observar en la figura (12). En este caso,
unicamente las fracciones < 3 KDa, mostraron capacidad. la fraccion derivada del queso QCIJ
presentaron mayor capacidad. Sin embargo, dicha capacidad antioxidante disminuyd

significativamente a través del tiempo.
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Se ha reportado, que calices de jamaica antes y después de pasar por un proceso de decoccidn
mantienen la misma capacidad antioxidante por el método de DPPH (Mercado-Mercado et al.,
2015). En este sentido, se ha evidenciado que metabolitos < 3 KDa presentes en las platas ejercen
mayor capacidad de estabilizar el radical DPPH, comparado con moléculas de mayor tamafio
(Arizmendi-Cotero et al., 2017). Asi mismo, algunos metabolitos presentes en los célices como las
antocianinas (de bajo peso molecular), pueden ser responsables de conferir mayor capacidad para
estabilizar radicales como el DPPH (Tan et al., 2022). Por otro lado, esta reportado que algunos
compuestos antioxidantes presentes en los alimentos podrian perder su efectividad después de un
tiempo de almacenamiento, lo que explicaria el decremento de dicha capacidad (Galani et al.,
2017). En este contexto, se ha reportado que la adicion 2% de yerba de mate en queso tipo Fresco
aumenta la capacidad antioxidante (Saraiva et al., 2019), asi como al agregar albahaca debido a los
polifenoles presentes. Sin embargo, esta capacidad se disminuye durante el almacenamiento (Ribas
etal., 2019).

En resumen, la presencia de compuestos antioxidantes en el queso podria retrasar la oxidacion del

producto, favoreciendo con ello la calidad del alimento a través del tiempo (Choe y Min, 2009).
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Figura 12. Capacidad antioxidante por el método de DPPH de QT (queso testigo), QCI (queso con
cultivo iniciador), QCIJ (queso con cultivo y jamaica 2%). Resultados son expresados en media +
DE (n=2). Literales minudsculas indican diferencia (p<0.05) entre quesos para cada tiempo de
almacenamiento. Literales mayusculas indican diferencia entre tiempos de almacenamiento para
un cada queso.

Como resultados generales de la actividad antioxidantes se puede destacar que la adicion de
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jamaica en queso Fresco incrementa hasta dos veces en comparacién con un queso testigo.
Adicionalmente, la adicion de fibra podria jugar un papel importante en la capacidad antioxidante,
ya que esta puede contener polifenoles que pueden interactuar quimica y fisicamente con otras
matrices alimentarias (Gonzalez-Aguilar et al.,2017). Asi mismo, algunas bacterias tienen la
capacidad de interactuar con esta fibra, generando algunos acidos grasos de cadena corta con
potencial capacidad antioxidante (Aravind et al., 2020).

Es importante resaltar la importancia de los alimentos que poseen compuestos con capacidad
antioxidante, que brindan proteccion contra el dafio provocado por radicales libres en el organismo,
que pueden ser generados por funciones fisioldgicas o por factores externos, como la
contaminacion ambiental, tabaquismo, farmacos y aditivos quimicos en los alimentos (Aguilar-
Téala et al., 2019). Estos radicales, son causantes del envejecimiento y algunas enfermedades
degenerativas como céancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares, las cuales representan un
problema a la salud a nivel mundial. Por esta razdn, es necesario el consumo de alimentos
antioxidantes, dirigidos a prevenir enfermades cronicas degenerativas (Su et al., 2018). En este
contexto, un queso Fresco con fibra dietaria y mayor contenido de capacidad antioxidante puede
proporcionarnos un alimento funcional con beneficios a la salud. Sin embargo, son necesarios mas
estudios para corroborar que dicha capacidad antioxidante se puede presentar en modelos in vivo,
comprobando asi los beneficios del consumo de este tipo de alimentos.

63



8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontr6 que la adicion del cultivo iniciador L. lactis NRRLB 505-
71 en queso Fresco, resultd en una concentracion de proteina en QCIl y QCIJ, que fueron
significativamente superiores al queso testigo (QT, sin cultivo y sin jamaica). Por otro lado, el uso
de calices de jamaica, subproducto del proceso de su decoccidn, como ingrediente complementario
en queso Fresco con un cultivo iniciador, enriquecio al producto en su contenido de fibra dietaria
total e incrementd significativamente su capacidad antioxidante. La calidad sensorial del producto,
respecto a aroma, sabor y textura, se mantuvo en un grado excelente-buena durante 9 dias de
almacenamiento, de acuerdo con la escala de Karlsruhe. A partir del décimo dia el queso Fresco
con jamaica cambi6 gradualmente su calidad, sin llegar al deterioro indeseable, hasta 17 dias de
almacenamiento; en este periodo, el producto mantuvo su inocuidad, al no encontrarse presencia
de coliformes totales, hongos y levaduras. Adicionalmente, los conteos de BAL se mantuvieron
constantes con una reduccién gradual minima de un ciclo logaritmico al final del periodo de

almacenamiento.
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9. RECOMENDACIONES

Los hallazgos obtenidos en este estudio demuestran que, ademas de la factibilidad de
aprovechar un subproducto de la industria alimentaria, la elaboracion de queso Fresco adicionado
con célices de jamaica, representa una estrategia prometedora para el disefio de nuevos alimentos
funcionales. Sin embargo, sera necesario realizar estudios adicionales, que corroboren los
resultados obtenidos y que evaluen los posibles beneficios a la salud por el consumo de queso
Fresco adicionados con jamaica. Ademas, seria importante evaluar los efectos o posibles beneficios
respecto a la calidad sensorial, nutrimental y bioactividad en queso Fresco adicionado con mayores

proporciones de calices de jamaica como ingrediente.
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