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Resumen

Resumen

El chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es parte de los chiles mas picantes del
mundo debido a sus alcaloides (capsaicinoides), sus efectos benéficos en la salud se
han evidenciado mediante suplementacién y se ha comprobado efecto antiobesidad,
anticancer, antidiabéticos, alivio al dolor, beneficios en el tracto gastrointestinal, y
cardioprotector. Sin embargo, debido a su caracteristica pungencia, la ingesta de la
fuente natural se vuelve complicada, y la obtencion en encapsulados resulta ser de
costos elevados. El objetivo de este trabajo fue desarrollar y caracterizar quesos
frescos adicionados con oleorresina de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.
(OCH)) con capsaicinoides para determinar caracteristicas fisicoquimicas,
microbiolégicas y antioxidantes. En la OCH, durante el almacenamiento, se
cuantificaron los capsaicinoides, fenoles totales y actividad antioxidante. Se utilizaron
dos tipos de queso fresco, Oaxaca y panela, con tres concentraciones diferentes C1,
C2 y C3 (0.84, 1.68, 2.53 mg CAP/30 g respectivamente), y un control (C0O), en los
guesos adicionados con oleorresina se determind el andlisis quimico proximal,
recuento microbiano, evaluacion sensorial y pungencia, y durante el almacenamiento
se evaluo el pH, acidez titulable, sinéresis, contenido fendlico total y actividad
antioxidante por ABTS y DPPH (extraccion acuosa y etandlica). Durante el
almacenamiento, de la OCH, su concentracion de capsaicina y de dihidrocapsaicina
fue estable a los 35 dias a 4°C, su contenido fendlico total se mantuvo sin cambio
hasta el dia 45 (29.131+0.61-28.31+0.17 mg EAG/mL), asi como la actividad
antioxidante por DPPH al dia 35 (11.30+1.73-10.18+0.67 pumol ET/mL), y Unicamente
al dia 15 para ABTS (7.78+0.029-6.08+0.07umol ET/mL).Respecto a los quesos
frescos no hubo diferencia en los valores de carbohidratos y cenizas, sin embargo,
para proteina, grasa y humedad, los quesos Oaxaca fueron mayores
significativamente respecto a los quesos panela. El contenido de coliformes totales
en todas las muestras (4.02-3.36 Log UFC/g) estuvieron por debajo de los limites
establecidos por la NOM-243-SSA1-2010, y se encontré un menor crecimiento de

bacterias acido lacticas en los quesos Oaxaca (4.71-3.36 Log UFC/g) comparados

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 1
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Resumen

con los quesos panela (4.71-4.68 Log UFC/g), no se detectaron levaduras en
ninguna muestra.

En el contenido fendlico total, entre las muestras por dia de almacenamiento, en la
extraccion acuosa, los quesos Oaxaca adicionados (94.03+0.35-164+7.97 mg
EAG/100 g) fueron mayores en relacion a los quesos panela (67.70+2.76-23.05+2.89
mg EAG/100 g), contrario a la extraccion etandlica donde los panela (23.66+0.87-
59.46+1.41 mg EAG/100 g) fueron mayores en comparacion con los quesos Oaxaca
(22.28+0.32-44.19+0.86 mg EAG/100 g). En ABTS, relacionado todas las muestras
por los dias almacenados, en la extraccion acuosa, los quesos Oaxaca (6.51+0.31-
19.85+0.48 mg ET/100 g) arrojaron valores por encima de los quesos panela
(34.80+0.50-45.56+0.22 mg ET/100 g), mientras que en la extraccion etandlica, las
muestras de panela (9.09+1.06-25.58+1.4 mg ET/100 g) fueron mayores. En cuanto
a DPPH, en relacién a todas las muestras por dia de almacenaje, los quesos panela
(1325+49.67-1564+30.78 mg ET/100 g) fueron més altos con respecto a los quesos
Oaxaca (8330.86+1621.56 -1278.43+85.37 mg ET/100 g) en la extraccion acuosa,
para la extraccion etandlica, las muestras fueron similares (1570+72-1712.28+14.36
mg ET/100 g). El contenido de capsaicinoides en la oleorresina es alto y estable
hasta el dia 35 (14.37 mg CAP/g y 10.49 mg DHC/g), sensorialmente los quesos
Oaxaca fueron mejor aceptados, ademas de mantener su actividad antioxidante en el
almacenamiento. Por lo anterior los quesos adicionados con oleorresina de chile
habanero contienen capsaicinoides y fenoles, los cuales son compuestos bioactivos
de interés para la salud. Por lo que podria ser una alternativa en la prevencion de
enfermedades no transmisibles para el consumidor en general, asi como

coadyuvante para el tratamiento de la obesidad.

Palabras clave : Chile habanero, capsaicina, dihidrocapsaicina, oleorresina, quesos

frescos, y almacenamiento
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Habanero chili (Capsicum chinense Jacq.) is one of the spiciest chili peppers in the
world due to the presence of some alkaloids (capsaicinoids), its beneficial effects on
health have been evidenced by supplementation and proven anti-obesity, anti-cancer,
anti-diabetic, pain relief, benefits in gastrointestinal tract, and cardioprotective effects,
however, due to its characteristic pungency, the intake of natural source is
complicated, and the encapsulation results be of high costs. The objective of this
work was to characterize fresh cheeses added with oleoresin of habanero pepper
(Capsicum chinense Jacg.) with a high capsaicinoids content to determine
physicochemical, microbiological and antioxidant characteristics. In the oleoresin of
habanero pepper during storage, the content of capsaicinoids, total phenols and
antioxidant activity was quantified. Two types of fresh cheese “Oaxaca and panela”,
with three different capsaicin concentrations: C1, C2 and C3 (0.84, 1.68 and 2.53 mg
CAP / 30 g respectively), were used and a control (C0), based on the beneficial dose
reported for patients with obesity, in cheeses added with oleoresin, the proximal
chemical analysis, microbial count, sensory evaluation and pungency were
determined, and during storage pH, titratable acidity and syneresis the total phenolic
content and antioxidant activity by ABTS and DPPH, aqueous and ethanolic
extraction were evaluated. On the first day of extraction, the oleoresin of habanero
pepper presented a capsaicin concentration of 14.37 + 1.08 and dihydrocapsaicin of
10.49 £ 0.33, which were stable during the 35 days stored at 4 °C, and total phenolic
content remained without changes until the day 45 (29.13+0.61-28.31 + 0.17 mg
GAE/mL), The DPPH values were stable up to the day 35 of storage (11.30+1.73-
10.18+0.67 pmol TE/mL) and values for ABTS were similar until the 15 (7.78+0.029 -
6.08+0.07 umol TE/mL). Respect to fresh cheeses, there were no difference in the
values of carbohydrates and ashes, however, for protein, fat and moisture, Oaxaca
cheeses were higher significantly compared with panela cheeses. Total coliform
content in all samples showed 4.02-3.36 Log CFU/g under the limits established by
NOM-243-SSA1-2010 and lower growth lactic acid bacteria was found in Oaxaca
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cheeses (4.71-3.36 Log CFU/g) in relation to panela cheeses (4.71-4.68 Log CFU/q)
and were no detected yeasts in any sample.

In total phenolic content, among the samples per day of storage, in aqueous
extraction, the Oaxaca cheeses added (94.03+0.35-164%7.97 mg GAE/100 g) were
higher in relation to the panela cheeses (67.70+2.76-23.05tmg GAE/100 g), contrary
to the ethanolic extraction where the panela cheeses were larger compared to the
Oaxaca cheeses (22.28+0.32-44.19+0.86 mg GAE/100 g). In ABTS, related all the
samples for the days stored, in the aqueous extraction, the Oaxaca cheeses
(6.51+0.31-19.85+0.48 mg TE/100 g) threw values above to the panela cheeses
(34.80+0.50-45.56+0.22 mg TE/100 g), while in the ethanolic extraction, the panela
samples (9.09£1.06-25.58+1.4 mg TE/100 g) were high. As for DPPH, in relation to
all samples per day of storage, the panela (8330.86+£1621.56 -1278.43+85.37 mg
TE/100 g) were higher with respect to Oaxaca cheeses (8330.86+1621.56 mg TE/100
g) in aqueous extraction; for ethanolic extraction, the samples were similar (1570+72-
1712.28+14.36 mg TE/100 g). The content of capsaicinoids in oleoresin is high and
stable until day 35 (14.37 mg CAP/g and 10.49 mg DHC/g), Oaxaca cheeses were
better accepted sensory, besides to maintaining their antioxidant activity in storage.
Therefore, cheeses added with oleoresin of habanero pepper contain capsaicinoids
and phenols, which are bioactive compounds of interest to health. Therefore it could
be an alternative in the prevention of noncommunicable diseases for the consumer in

general, as well as an adjuvant for the treatment of obesity.

Keywords: Habanero pepper, capsaicin, dihydrocapsaicin, oleoresin, fresh cheeses

and storage
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1. Marco tedrico

1.1 Generalidades del chile habanero

Desde tiempos remotos, los chiles han formado parte de la dieta y cultura mexicana
utilizados como alimento y condimento, ya que su sabor picante brinda la
caracteristica principal de los alimentos mexicanos (Castell6bn-Martinez et al., 2012).
Existen alrededor de 29 especies de chiles descritas y clasificadas en México, de las
cuales cinco son domesticadas y utilizadas por el hombre. Algunas de las especies
mas comunes son: Capsicum annuum L, Capsicum frutescens L, Capsicum chinense
Jacqg., Capsicum pubescens L, de los cuales Capsicum annuum L y Capsicum

frutescens L son nativas (Rodriguez, 2012).

El origen del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) se encuentra en
Sudamérica, en la cuenca del Orinoco, sin embargo, México lo ha adoptado en la
actividad culinaria por su caracteristico sabor (Tapia-Vargas et al., 2016). En México
la produccion de Capsicum chinense Jacq. es mayor en el ciclo otofio-invierno con
57% mientras que el restante (43%) se produce en la temporada primavera-verano.
Por otro lado, Yucatan con el 41% y Tabasco con el 32%, generan mas de la mitad
de la produccion nacional (SAGARPA, 2015), el contenido de capsaicina (CAP) (el
compuesto que genera la pungencia) en el chile habanero esta entre 350 mil y 500
mil Unidades Scoville (Tapia-Vargas et al., 2016) escala que lo hace posicionar como

uno de los chiles mas picantes del mundo.

1.2 Generalidades de los capsaicinoides

El sabor picante de los chiles se debe a un grupo de alcaloides llamados
capsaicinoides (Figura 1), los cuales son exclusivamente sintetizados en la placenta
de la fruta donde se acumulan en vesiculas, y son considerados metabolitos
secundarios (Mendoza, 2013). Estos compuestos se sintetizan a partir de la

condensacion de un compuesto fendlico (vainillilamina) con un &cido graso (8-metil-

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 5



o U1 A W N

10
11
12
13
14
15
16

17
18

19

20
21
22
23

Marco teorico

6-nonenoil-CoA) (Sanchez y Gutiérrez, 2016). Existen diferencias estructurales como
el nimero de carbonos de la cadena lateral (R) y de si poseen 0 no insaturaciones,
las cuales ayudan a identificar los distintos tipos de capsaicinoides. En la tabla 1 se
representan las cadenas mas abundantes presentes en los capsaicinoides
(Fernandez, 2008).

H;C—O -9

HO

Figura 1. Estructura base de los capsaicinoides

Los miembros mas importantes de este grupo son la capsaicina (CAP) (Figura 2), la
dihidrocapsaicina (DHC), la norhidroxicapsaicina, la homocapsaicina y la
homohidrocapsaicina. La CAP y DHC constituyen aproximadamente el 90% del
contenido total de capsaicinoides en los chiles, prevaleciendo casi en todos los casos

la capsaicina como el componente mas abundante (Orellana-Escobedo et al., 2013).

Figura 2. Estructura quimica de la capsaicina.

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 6
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Tabla 1. Cadenas laterales que presentan los distintos tipos de capsaicinoides.

R= NOMBRE

M Capsaicina
\/\/\J\ Dihidrocapsaicina
W\r Norcapsaicina

Nordihicapsaicina

=

\M‘/\r Homocapsaicina |
\/\/-w\x)\/ Homocapsaicina |
W\/\[/ Homodihicapsaicina |
\/\/\)\/ Homodihicapsaicina |l

Homodihicapsaicina

W/l\
\/\/]\ Nornordihirocapsaicina

Nornornordihirocapsaicina

e Nonivamida
e R o D Vainillilamida de ac. decilico
T Vainillilamida de ac. caprilico

Nota: En la columna R se pueden observar las cadenas ramificadas y sus diferencias para
poder identificar los capsaicinoides (Fernandez, 2008).
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A pesar de las variedades de especies de chile, como el Capsicum annuum var.
annuum, Capsicum annuum L. var. acuminatum y Capsicum chinense Jacq, el
contenido de capsaicinoides depende del estado de maduracion del chile, cuando la
maduracion esta avanzada se incrementa el contenido de capsaicinoides, y se debe
al cambio en el metabolismo del fruto y la disminucion en las peroxidasas en la
maduracion (Cerén-Carrillo et al., 2014). El contenido de los capsaicinoides se
encuentra genéticamente controlado en el fruto, no obstante existen variables
ambientales como la temperatura, luz, humedad del suelo y el nivel de fertilizacion
que afectan directamente el contenido de estas sustancias en el fruto (Ruiz-Lau et
al., 2010) por lo tanto, se requiere especial atencion en estos factores para garantizar

la estabilidad de estos componentes.

1.3 Caracteristicas fisicoquimicas y moleculares de la capsaicina.

La capsaicina (C1gH27NO3), es un alcaloide incoloro sin sabor ni aroma, el cual se
produce en la parte superior de la fruta (chile) donde la placenta y las paredes son
unidas, este compuesto esta presente en el vegetal fresco y perdura aun cuando la
especie se encuentra seca (Mendoza, 2013).La forma fisica se reconoce por
escamas o placas monociclicas, tiene un peso molecular de 305.4 g/mol, un punto de
fusion de 62-65 °C (Roth, 2017), punto de ebullicion de 210-220 °C a una presion
absoluta de 0.01 mmHg, se sublima a 115 °C y presenta su maxima absorcion en UV
a 227-228 nm. Es soluble en éter etilico, alcohol etilico, acetona, alcohol metilico,
acido aceético, tetracloruro de carbono, benceno y alcalis calientes, e insoluble en
agua fria con un valor aproximado 6.4 de pH (Acofarma, 2006). La estabilidad de la
capsaicina en soluciones almacenadas, a una concentracion de 4 M o superior
durante un afo si se almacenan a 4 °C protegidas de la luz son estables (Kopec et
al., 2002). Aunado a esto se han reportado distintos beneficios de esta molécula,

como los explicados a continuacion.
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1.4 Actividad antioxidante y antimicrobianadelac  apsaicina.

Se ha demostrado que los pimientos picantes son una buena fuente de antioxidantes
dietéticos, ya que ademas de contener compuestos como carotenoides (105-134
mg/100 g), vitamina A (148-243 ug/100 @), &cido ascorbico (60-150 mg/100 Q)
polifenoles (150-600 mg/100 g), se presentan constituyentes especificos que
generan la pungencia llamados capsaicinoides (principalmente CAP y DHC) a los
gue se les atribuye una notable actividad antioxidante (Mendoza-Sanchez et
al.,2015).

Durante la maduracién en la especie Capsicum chinense Jacq., la concentracion de
carotenoides y capsaicinoides aumenta conforme el chile llega a su madurez,
mientras que la concentracion de fenoles disminuye. En cuanto a la actividad,
antioxidante, los pimientos maduros muestran una actividad significativa evaluada
por la prueba de blanqueo de [(-caroteno y los pimientos inmaduros presentan una
actividad superior en la eliminacion de radicales (Menichini et al., 2009). Desde 1992
se reporta que la CAP puede prevenir la oxidacion del acido oleico a temperaturas de
coccion, ya que la interaccion de estos dos componentes forman una amida, y frente
a la alta temperatura, la oxidacion de este acido parece ser inhibida por capsaicina,
por lo que siguiere ser un antioxidante en medios no acuosos (Henderson y
Henderson, 1992).

Se ha prestado especial atencion al género Capsicum, y principalmente a sus
componentes activos como lo son la CAP y sus anélogos, ya que los alimentos que
contienen grandes cantidades de chile aji (Capsicum annuum L. var. Longum)
permanecen por largo tiempo de almacenamiento sin presentar una degradacion
significativa (Soertano et al., 1997), ademas de su uso para tratar algunas
enfermedades como la candidiasis oral (Ledn et al., 2004), esto atribuido a las
propiedades antimicrobianas del fruto. Por ejemplo, el Capsicum annum L. var
aviculare reduce significativamente el crecimiento de Aspergillus flavus (Moreno-
Limon et al., 2012) y por otro lado, extractos de chile habanero en su tercer grado de

maduracion (determinado por su coloracién naranja), presentan una mayor eficacia
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del efecto inhibitorio para diversos tipos de microorganismos (Escherichia coli,
Penicillium spp y Lactobacillus casei) comparados con extractos de chile serrano y
poblano, y es atribuido a un péptido existente en esta especie, el cual se encuentra
presente en las semillas (G10P1.7.57)(Ceron-Carrillo et al., 2014).

1.5 Extraccion de la capsaicina.

Con la finalidad de extraer la CAP de su fuente natural se pueden emplear diferentes
meétodos, uno de ellos es la deshidratacién osmatica (Luna et al., 1996; Hernandez et
al., 2009), la cual consiste en la inmersion de frutas o vegetales que son colocadas
en disoluciones acuosas, con concentraciones de solutos (azUcar o sales) altas,
donde ocurren tres fendmenos de transferencia de masa, el flujo de agua desde el
alimento a la disolucién. La transferencia de soluto desde la disolucion al alimento y
la transferencia de solutos del alimento hacia la disolucion, como pueden ser
azucares, acidos organicos, minerales, vitaminas, entre otros (Ochoa-Martinez y
Ayala-Aponte, 2005).

La extraccion de capsaicinoides por medio de deshidratacibn osmoética de chile
Habanero es otro método, y se realiza sometiendo el chile a relacion chile:salmuera
1:2, pH de 3, temperatura 40 °C y concentracion de sal 2.5%,de la cual se obtiene un

25% de los capsaicinoides (Hernandez et al., 2009).

También esta la extraccion con fluidos supercriticos, o también llamado gas denso,
es una sustancia que comparte las propiedades fisicas tanto del gas como del liquido
en su punto critico, estos se comportan mas como un gas, pero tiene la caracteristica
de disolvente de un liquido (Azwanida, 2015). EI CO> ha sido empleado mayormente
debido a sus bajos pardmetros criticos, que es un gas econdmico, de faclil
disponibilidad en estado puro, no téxico y no flamable. El proceso de extraccion
supercritica consiste en dos pasos: La extraccion del componente soluble en el
disolvente supercritico y la separacion del soluto extraido del disolvente. La matriz de

extraccion puede ser solida liquida o viscosa (Andrews et al., 2016). Este
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procedimiento se ha empleado para la extraccion de capsaicinoides de Rocoto
(Capsicum pubescen) empleando en CO2 como Fluido Supercritico (Gamarra et al.,
2014), también empleado para Capsicum annuum var. annuum (Elizalde, 2008), para
pimentdn dulce y picante (Capsicum annuum, C. annuum cv. Scotch Bonnet, Chili var
Byedige, C frutescens) (Fernandez-Trujillo, 2008).

Otro método ampliamente utilizado para la extraccion de estos componentes es el
empleo de disolventes organicos, sin embargo este proceso debe de ser
cuidadosamente desarrollado, ya que produce impactos sobre el ambiente y sobre la
salud de los operarios y consumidores (Cardona et al., 2006). La Comision Europea
en la directiva 94/45/CE, establece que los disolventes que pueden emplearse para
la extraccion de oleorresinas de chile son el metanol, etanol, acetona, hexano,
acetato de etilo, diclorometano y didéxido de carbono (Restreoi et al., 2007). El
fendmeno de transferencia de componentes del fruto al disolvente se lleva a cabo por
lixiviacion con disolventes organicos (anteriormente mencionados), esta extraccion
pertenece al tipo solido-liquido, la lixiviacidn es utilizada para separar el soluto
deseado o eliminar un soluto indeseable de la fase sdlida, poniéndolo en contacto
con una fase liquida, ambas fases entran en intimo contacto y el soluto o solutos se
difunden desde el sélido a la fase liquida, o que permite una separacién de los
componentes originales del sélido (De la Cruz, 2011). La extraccion con disolventes,
tiene como paso final la concentracion del extracto (Figura 3), dando como producto
final una oleorresina en la que estan concentrados los principios activos de la fuente

natural.

B

Tt s

Figura 3. Purificacion de la oleorresina de chile h  abanero.
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Para la purificacion de este extracto, se puede llevar a consistencia de oleorresina,
eliminando el exceso de disolvente, es conveniente purificar eliminando al maximo
los residuales de solvente antes de ser aplicada en productos para consumir
(Gallego, 2006). Estas oleorresinas por lo general se extraen de sustratos aromaticos
0 con principios colorantes y aromatizantes, como en el caso de algunas hierbas
medicinales y productos vegetales (Sanchez y Moreno, 2014). Este método de
extraccion es de los mas comunmente empleados para la obtencion de
capsaicinoides (Pino et al., 2006; Koleva et al., 2013; Nagoth et al., 2014; Sanchez y
Moreno, 2014), ya que resulta ser una técnica simple.

En los productos de estas extracciones, estan concentrados los principios activos de
la fuente natural (chile), sin embargo, si se desea conocer la presencia y cantidad de
estos componentes se debera emplear métodos para cuantificar, como la
cromatografia liquida de alta eficiencia, espectrofotometria, cromatografia de gases,

entre otros.

1.6 Métodos de cuantificacion de capsaicinoides.

Existen distintos métodos que son empleados para la determinacién de los
capsaicinoides en productos alimenticios 6 extracciones del componente, los cuales
incluyen meétodos sensoriales o fisicos (organolépticos y calorimétricos)
instrumentales (colorimétricos, cromatografia en capa fina cromatografia liquida/ de
masas, espectrofotométricos UV, cromatografia de gases) y (Sinan et al., 2005). Uno
de los primeros métodos empleados para detectar la cantidad de CAP en los chiles
fue la escala Scoville de picor, desarrollada por el farmacéutico estadounidense
Wilbur Scoville, donde se toma extracto de un pimiento y determina cuanta agua
azucarada se requeriria para diluir su picante hasta que no pudiera ser detectado por
un panel voluntario de examinadores, y los resultados se presentan como unidades
de picor Scoville (Rohrig, 2014). Sin embargo este método depende de los sentidos
humanos y requiere de personal capacitado (Wang-kyun et al., 2017). Existen otras

técnicas que son capaces de determinar cantidades muy bajas de capsaicinoides, lo
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gue puede ser requerido al analizar algunas de las especies de chile donde su
contenido de capsaicinoides es minimo, para ello se emplea la espectrometria de
masas ya que este meétodo tiene una alta selectividad y sensibilidad (Usman et al.,
2014; Garcés-Claver et al., 2006). Como unidades de medida para representar la
cantidad de capsaicina en los alimentos, se suelen emplear las partes por millon
(ppm) y las unidades scoville (uS) y la equivalencia de ellos son, una ppm igual a 15
uS. (Yafez et al., 2015).

Se conoce que la 2,6-dicloroquinona-4-cloroimida (DCQ) forma color por reaccion
con fenoles y se puede emplear para detectar capsaicinoides, este procedimiento se
ha empleado para la deteccién de capsaicinoides (Wang-Kyun et al., 2017) sin
embargo si este método se emplea en alimentos o0 extracciones que contengan otros
componentes como carotenoides, clorofila, etc. Por lo que existe la desventaja de
gue algun grupo funcional de estos compuestos puede reaccionar con DCQ, por lo
gue se sugiere realizar previamente la separacion de los extractos por medio de
cromatografia en capa fina o cromatografia en papel (Perucka y Oleszek, 2000). Uno
de los mas utilizados es la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) ya que
ofrece exactitud y precision suficiente (Usman et al., 2014), sin mencionar que ha
demostrado ser uno de los métodos de cuantificacion mas eficientes (Schweiggert et
al., 2006).

La cromatografia liquida de alta eficiencia es una técnica analitica de separacion, la
cual en la actualidad es ampliamente utilizada debido a su sensibilidad y su
adecuacion para realizar determinaciones cuantitativas exactas, sin mencionar su
amplia aplicabilidad a diferentes tipos de sustancias, este es un método de
separacion analitico que se lleva a cabo gracias a la afinidad que tiene un compuesto
por una fase movil o por la fase fija estacionaria (Méndez, 2008). El método analitico
estandar que establece la American Spice Trade Association para HPLC para
pimientos y sus oleorresinas, tiene como especificaciones una columna C-18 de 4.6
mm x 250 mm (empaque de 10 um) con la fase movil, que consiste en una mezcla de

acetonitrilo, dioxano, agua, metanol y &cido perclérico (Davis et al.,, 2007). Este
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meétodo ofrece una gran ventaja comparado con otros tipos de métodos ya que no
requiere de derivatizacion y como consecuencia es simple y directo (Poyrazoglu et
al., 2005).Este tipo de determinaciones se realizan con la finalidad de poder emplear

los compuestos bioactivos de los extractos con algun probable beneficio a la salud.

1.7 Beneficios sobre la salud de la capsaicina.

A la CAP se le han atribuido efectos benéficos desde tiempos antiguos, en los
ultimos 20 afios se ha desarrollado una amplia investigacion para determinar
aplicaciones especificas, incluyendo accion sobre pérdida de peso, analgésico, tracto
gastrointestinal, cancer, en sistema cardiovascular y diabetes (Reyes-Escogidoet al,
2011).

Se ha comprobado que la CAP se une al receptor de potencial transitorio V1
(TRPV1) (Pardo, 2016) y como consecuencia aumenta el glucagon como péptido-1
(GLP-1) a través de los niveles de proteina estimulando el sistema nervioso central y,
por consiguiente, reduce la grelina (hormona relacionada con el hambre y energia)
(Larsen, 2008; Smeets et al., 2013). Esto provoca una disminucion en el apetito, lo
gue conduce a una disminucién de la ingesta de energia debido a una sensacion de
saciedad. la correlacion entre la sensacion de plenitud y saciedad, o el apetito con la
ingesta de energia estad bien establecido (McCarty et al., 2015; Varghese et al.,
2016).

Por otro lado, el consumo de chile afecta el gasto de energia al activar el tejido
adiposo marréon de la misma manera que lo hace la temperatura baja, lo que lleva a
un aumento del gasto de energia a través de la termogénesis no temblorosa
mediante la activacion de los canales TRPV1 (Chen et al., 2015). La termogénesis se
logra a través de dos vias que aumentan la respiracion mitocondrial desacoplada y la
secrecion de catecolamina de la médula suprarrenal (Reyes-Escogido et al., 2011,
Smeets et al., 2013).
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Marco teorico

La suplementacion con capsaicinoides aumenta la tasa metabdlica basal en sujetos
humanos mediante el aumento de la B-oxidacion de acidos grasos (Lejeune et al.,
2003), sin embargo, no pueden consumirse generalmente en dosis altas debido a su

fuerte pungencia y estimulo nociceptivo (Rupasinghe et al., 2016).

Los capsaicinoides incrementan el metabolismo al aumentar la expresion de la
proteina de desacoplamiento (UCP) que conduce a una produccion de calor
mejorada, al igual aumenta la expresion del receptor activado por proliferador de
peroxisoma (PPARa) y PPARc coactivator-la (PGC-1a), lo que conduce a un
aumento del metabolismo de las grasas, a una mayor saciedad y a la reduccion de la

ingesta energética (Gannon et al., 2016; Janssesns et al., 2013).

Se han demostrado efectos terapéuticos en humanos con 0.25 mL de capsaicina al
dia en un periodo de 28 dias (Fuhrer y Hammer en 2009). También se ha
implementado como terapia antiobesidad sumistrando dosis de 2.53 mg de
capsaicina por comida, promoviendo la oxidacion de grasas en un balance
energético negativo y no aumenta la presion sanguinea, por lo que se podria emplear

como coadyuvante en el tratamiento de la obesidad (Janssens et al., 2013).

Sin embargo, debido a la activacion de este receptor (TPRV1) se han descrito otros
beneficios. Se ha demostrado su participacion en la expresion del dolor, ya que la
activacion de este receptor actia como un inhibidor de amida hidrolasa de &cidos
grasos, y eso trae como consecuencia la normalizacion del desequilibrio entre las
respuestas excitatorias e inhibitorias en las neuronas mPFC, resultando en la
inhibicién del dolor (Giordano et al., 2011; Novellis et al., 2011). Se ha utilizado el
parche de capsaicina al 8% en pacientes con dolor neuropatico, mostrando una
buena tolerancia con escasos efectos sistémicos y casi exclusivamente locales,
siendo efectivo en este tratamiento (Géalvez, 2018).

Ademas, se ha comprobado que la CAP disminuye la produccion basal géstrica,
mejora las respuestas secretoras gastricas, el vaciamiento géstrico y la liberacion de

glucagon y previene el dafio en la mucosa géstrica inducido por medicamentos,
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etanol, aumenta en la mucosa gastrica el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP) en pacientes con gastritis cronica (Avesaat et al., 2016; Hudson
et al., 2016). Fajardo y Angel (2005) reportan que el consumo habitual de aji, se
asocia estadisticamente con una menor prevalencia de dispepsia funcional tipo
dismotilidad y sindrome de intestino irritable. En pacientes con dispepsia funcional,
enfermedad por reflujo gastroesofagico y sindrome de intestino irritable se disminuye
en la intensidad de los sintomas dispépticos, en un periodo de 2 semanas en
pacientes suplementados 2.5 gramos de polvo de pimiento rojo al dia (1.75 mg de

capsaicina) (Bortolotti et al., 2002).

Por otro lado, se ha demostrado que la CAP es un potencial supresor de la
tumorigénesis de varios tipos de cancer. Segun Weber et al., (2016), los canales del
TRPV1 contribuyen a la regulacion de la actividad intracelular de calcio, que puede
promover marcas de cancer en casos de desregulacion de la transcripcion de genes.
La CAP y sus derivados inducen a la apoptosis de células cancerigenas en el
humano en carcinoma renal (5 mg/kg) y glioma (tumor cerebral) (5 mg/kg) (Liu et al.,
2016; Xie et al., 2016).

Anteriormente se le han atribuido beneficios en el sistema cardiovascular, también se
le han atribuido beneficios ya que la activacion de este receptor (TPRV1) ayuda a la
liberacion del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia
P, ambos involucrados en la regulacion arterial tanto en condiciones fisioldgicas
como fisiopatolégicas (Zhou et al., 1999; Harada y Okajima 2009; Peng y Li, 2010;
Zvara et al., 2006). Sin embargo, estos efectos no han sido descritos en los ultimos

anos.

Respecto a la diabetes tipo 2 y la resistencia a la insulina se han descrito efectos
benéficos, en un estudio se suplemento a ratones obesos modificados
genéticamente con capsaicina al 0.015%, con una dieta alta en grasas y se obtiene
la disminucion de glucosa en ayunas y los niveles plasmaticos de triglicéridos (Kang

et al, 2011). Una de las terapias que se emplean para tratar la diabetes, es disminuir
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la hiperglucemia posprandial. Existen inhibidores de carbohidrolasas (como la CAP),
gue retrasan la digestion de los hidratos de carbono, generando como resultado la
disminucion del aumento de la glucosa en el plasma posprandial (Meza y Loza, 2014,
Menichini et al., 2009). Se ha puesto a prueba el potencial hipoglucemiante de CAP
por medio de la inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa, utilizando extracto de
habanero maduro que inhibe la actividad de a-amilasa, contrario al extracto de
habanero inmaduro (ambos una concentracion de 1 unidad/mL de inhibidor
capsaicina), el cual inhibe la a-glucosidasa (Menichini et al., 2009). Lo anterior podria
dar una nueva rama en la investigacion para crear productos adicionados con la

molécula de capsaicina.

1.8 Uso de las oleorresinas en la industria aliment  aria.

Se considera a las oleorresinas como extractos de naturaleza oleosa, de los cuales
se ha evaporado el disolvente de extraccidon, dejando como resultado la mezcla del
aceite volatil y el material resinoso, que se puede obtener a partir de especies o
plantas, las cuales les van a proporcionar el sabor y olor caracteristico (Restrepo,
2006) y como se mencion6 anteriormente, el chile forma parte de la dieta Mexicana,
las salsas por ejemplo son uno de los alimentos mas populares en la poblacién. Se
ha comprobado que las salsas elaboradas con chile habanero, presenta alto
contenido de capsaicinoides, mientras que en chile cascabel su contenido es bajo
(0.10-0-1.7 pg/g) (Pena-Alvarez et al., 2009). En oleorresinas de Capsicum chinense
Bhut Jolokia obtenidas con 12 diferentes disolventes (hexano, benceno, cloroformo,
acetato de etilo, acetonitrilo, éter dietilico, acetona, propanol, etanol, metanol, agua,
sulfoxido de dimetilo-DMSO) y mediante un analisis espectrofotométrico UV-Visible y
un método de reduccion fosfomolibdica de la CAP total, los capsaicinoides resultan
mas afines a los solventes polares como el acetonitrilo y acetona, seguidos del etanol

debido a la polaridad de sus enlaces (Amruthraj et al., 2014).

Las oleorresinas presentan ventajas como la economia, ya que su tasa de
rendimiento es alta, la uniformidad de sabor y propiedades parecidas a su origen
natural y libres de impurezas, y debido a su bajo crecimiento bacteriano, tienen
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mayor vida de anaquel y posibilidad de disolucion a fin de obtener Ilas
concentraciones deseadas en los productos (Restrepo, 2006; Fernandez-Truijillo,
2007). Las oleorresinas de Capsicum (pimenton), generalmente son adicionadas a
los alimentos como colorantes (E-160c), por su alto contenido en carotenoides como
la capsantina y la capsorrubina, principales responsables del color rojo (Arimboor et
al., 2015; Pohnl, 2016).

Con anterioridad se han incorporado las oleorresinas en la industria alimentaria, para
afadir principios aromatizantes, pigmentantes y saborizantes (Restrepo, 2006). Las
oleorresinas de pimientos picantes, ajo, jengibre y paprika, se pueden emplear como
saborizantes, aromas y colorantes para salchichas, mortadela, chorizo, caldos de

gallina, salsas, sopas, platos precocinados y queso (Fernandez-Trujillo, 2007).

1.9 Adicién de oleorresinas en alimentos.

Desde que el hombre comenz6é a domesticar los cultivos, el chile fue uno de los
primeros en formar parte de la alimentacion de los pobladores (Barreire, 1998), y en
la actualidad, es un ingrediente practicamente obligado en la comida mexicana
(Borges-Gomez et al., 2010) que ha sido afiadido principalmente en: salsas, moles,
guisados, etc. Sin embargo la adicion de una oleorresina de chile en alimentos esta

muy poco reportada, a pesar de las ventajas que esta presenta.

En la industria alimentaria, se emplea la oleorresina de capsaicina en el proceso de
elaboracion de papas fritas, ya que la CAP, disminuye significativamente la
produccion de acrilamida, a temperaturas de freido, por lo que la oleorresina de
Capsicum se puede usar como inhibidor de la formacion de acrilamida en alimentos y

al mismo tiempo brindarle un sabor picante agradable (Salazar et al., 2012).
Ademas también se emplea la oleorresina de Capsicum annuum var Aviculare en la

elaboracion de aderezos a una concentracién de 15 ppm (225 uS), los cuales

obtienen una buena aceptacion en el panel de evaluadores sensoriales, y al
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proporcionar un sabor picante atractivo con una baja cantidad representa una buena

opcion para la industria de alimentos (Borges-Gomez et al., 2013).

Por otra parte, se desarrollan botanas saludables (papa y betabel) con adicion de
Capsicum annum var. glabriusculum, por su principio bioactivo, debido a que la
capsaicina ejerce un efecto protector contra la oxidacion térmica de los lipidos que se
lleva a cabo en el freido, y también esta adicion contribuye a elevar la cantidad de
betalainas, por la eliminacion del agua en la papa y el betabel (Espinosa y Azuara,
20009).

Asimismo, se ha incorporado la oleorresina de Capsicum pubescens a un snack de
gueso, y la adicion de esta contribuye al porcentaje de cenizas y aumenta la
pegajosidad, y es mejor aceptado cuando la concentracion de sal es minima (Silva et
al., 2018). Por estos beneficios la oleorresina de Capsicum puede tener varias

aplicaciones ademas del beneficio a la salud que aporta.

1.10 Accion de las caseinas sobre la pungenciade | a capsacina.

Dado que la CAP es soluble en moléculas no polares y no en agua, ninguna bebida a
base de agua reduce la sensacién de ardor que deja el picante, la cual es mejor
aliviada con aceites y grasas, sin embargo, el queso y la leche contienen caseina
gue es una proteina afin a las grasas que atraen y rodean las moléculas de CAP
(Rohrig, 2014). Esto explica por qué la leche puede aislar las moléculas de CAP de la
lengua. El atrapamiento de la CAP por las caseinas de los productos lacteos, se
relacionan con la polaridad de los enlaces, ya que por la cadena no polar de
hidrocarburo, lo que hace a la molécula afin a las proteinas y lipidos presentes en el
gueso (Basar, 2013). Los capsaicinoides no puede consumirse generalmente en
dosis altas debido a su fuerte pungencia y estimulo nociceptivo (Rupasinghe et al.,
2016), por lo que al afiadirlo al queso seria una buena alternativa para incrementar

Su consumo.
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El queso fresco es un alimento el cual es obtenido a partir de la leche, realizando

varias operaciones en la materia prima como la coagulacion, su contenido nutricional

es muy similar al de la leche (Ramirez-Lopez et al., 2012). Existen distintas formas

de clasificar a los diferentes tipos de queso que son comercializados en México, sin

embargo para este trabajo se toma como referencia la clasificacion que establece la

NOM-121-SSA1-1994 para quesos frescos, madurados y procesados, se muestra en

la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de quesos.

Tipo de queso

Subclasificacion

Ejemplos

Frescos

Frescales

Panela, Canasto, Sierra,
Ranchero, Fresco, Blanco,
Enchilado, Adobado.

De pasta cocida

Oaxaca, Asadero,
Mozzarela, Del Morral,
Adobera.

Acidificados

Cottage, Crema, Doble
crema, Petit Suisse,
Nuefchatel.

Madurados

Prensados de pasta dura

Afejo, Parmesano, Catija,
Reggianito.

Prensados

Cheddar, Chester,
Chihuahua, Manchego,
Brick, Edam, Gouda,
Gruyere, Emmental,
Cheshire, Holandés,
Amsterdam, Butterkase,
Coulomiers, Dambo, Erom,
Friese, Fynbo, Havarti,
Harzer-Kase, Herrgardsost,
Huskallsost, Leidse, Maribo,
Norvergia, Provolone, Port
Salut, Romadur, Saint
Paulin, Samsoe, Svecia,
Tilsiter, Bola, Jack.

De maduracién con mohos

Azul, Cabrales, Camembert,
Roquefort, Danablu,
Limburgo, Brie.

Procesados

Fundidos

Quesos fundidos para untar

Otros quesos

Cualquier otro tipo de queso fresco, madurado y no
procesado que no sea considerado en los anteriores se
debera ubicar en este ordenamiento
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Los quesos frescos son aquellos que después de su manufactura estan listos para su
consumo, pueden ser grasos o magros, prensados o no, molidos y sin moler, una de
sus caracteristicas principales es que su duracion sanitaria no pasa de los treinta
dias y necesitan de temperatura de refrigeracion (SENA, 1987). El contenido de
humedad de los quesos frescos generalmente se encuentra entre un 50 y 60%
aproximadamente, y un pH inicial por arriba de 6, por estas razones es un producto
con una vida de anaquel limitada, incluso bajo temperatura de refrigeracion. Estos
productos tienen un elevado porcentaje de humedad debido al suero que retienen las

caseinas durante la coagulacion en la produccién (Lobato-Calleros et al., 2008).

El alto contenido de humedad de estos productos le proporciona atributos
sensoriales y de textura, los quesos frescos presentan un sistema metaestable que
padece de cambios muy notables por el tiempo en su contenido de humedad, lo cual
afecta la textura, atributos sensoriales y rendimiento del producto (Ochoa-Flores et
al., 2013). En México la produccion de queso es uno de los mercados mas rentables,
gue ademas generan riqueza gastrondmica por la gran variedad de estos productos
(Cervantes y Villegas, 2014). Segun la CANILEC (2019), la poblacion mexicana en
2016 destina hasta un 11% del gasto, empleado para la alimentacion, para el
consumo de leche y sus derivados. Algunos de sus componentes mas estudiados
son las caseinas, ya que pueden crear enlaces con otros componentes de interés. Es
importante mencionar que los quesos frescos, debido a su valor nutricional (bajo
aporte graso y buen aporte de proteinas), son recomendados en pacientes con
obesidad ya sea nifios o adultos, al igual que para pacientes con hipertension y
mujeres embarazadas (Gutiérrez et al., 2018). A continuacion se describen los

guesos frescos empleados para la elaboracion de este proyecto.

1.11.1 Queso panela

El consumo de queso tipo panela es muy popular en México, se caracteriza por ser
un queso de forma tronco-conica invertida y de coloracién blanca que se puede

observar en la Figura 5a, cremoso, con sabor caracteristico a leche fresca y sal. Su
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contenido de humedad oscila entre 50 y 60% y su pH por arriba de 6, sin embargo,
esto representa una desventaja, ya que su vida de anaquel es limitada, aunque, este
contenido de humedad es el que le da los atributos sensoriales y textura (Ochoa-
Flores et al., 2013).

1.11.2 Queso Oaxaca

En la actualidad, los quesos Oaxaca, son productos lacteos de gran demanda, ya
gue sus aplicaciones en platillos mexicanos son muy amplias, este queso se clasifica
como fresco de pasta blanda o hilada, normalmente se presenta en forma de bolas o
madejas de distintos tamafios (Figura 5b). Su preferencia entre los consumidores se
debe a su excelente aptitud para fundir. El punto critico de la elaboracién del este
tipo de queso es la acidificacion de la leche en un punto correcto, ya que si esto no
se logra, el queso no estirara al aplicarle calor en el proceso de hilado, y si la acidez
de la leche resulta mas elevada de lo recomendado, los hilos se romperan y no se
obtendrd un producto que se pueda deshebrar. Su humedad es cercana al 50% o
mayor, su nombre es ligado al estado de Oaxaca, que es su lugar de origen, aunque
en ese lugar se le da el nombre de queso hebra, quesillo o queso bola (Villegas de
Gante, 2012). Ademas, los quesos frescos comunmente son adicionados con
algunos complementos, brindandoles sabores diferentes debido a las interacciones

€n sus componentes.

Figura 4. Quesos frescos. panela (a) y Oaxaca (b)
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Problema de investigacion

2. Problema de investigacion.

A pesar de que en México el consumo de chile es alto, no es asociado con un
beneficio en la salud, y esto es explicado por la forma en la que se consume, ya que
en su mayoria, este fruto es combinado con otros productos como el vinagre y el
tomate, jitomate, grandes cantidades de sal, entre otros, que provocan cambios en
sus caracteristicas, ademas para ingerir la dosis con la que se han reportado
beneficios, la cantidad de chile en fresco que se tendria que consumir seria alta y
poco recomendable por su caracteristica pungencia; por otro lado, el consumo de
capsaicinoides encapsulados resulta ser de poca accesibilidad para la poblacion
debido al costo.

Las moléculas de los capsaicinoides, con su cadena lateral hidrocarbonada, se
caracterizan por ser moléculas no polares que pueden unirse a otras moléculas de
naturaleza apolar, tal es el caso de las caseinas, proteinas que se encuentran
presentes en el queso, por ello, la adicion de oleorresina de chile habanero (OCH) a
una matriz alimentaria como el queso ocasionara una reduccién en la pungencia del
extracto debido a la interaccion de estas moléculas. La obtencion de capsaicinoides,
por medio de una extraccion directa del fruto, resulta ser mas econdmica comparada
con la adquisicién del grado farmacéutico, ademas de que este tipo de extractos
contienen, ademas de los capsaicinoides, otros compuestos con actividad
antioxidantes que le atribuyen un beneficio extra. Por estas razones el presente
trabajo pretende caracterizar y adicionar la OCH a quesos frescos, con el fin de
disminuir la pungencia de los compuestos, medir estabilidad y capacidad de
conservacion del alimento, asimismo el consumo de este producto podria ser
beneficioso para la poblacién que padece obesidad y enfermedades cronicas no

transmisibles
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3. Justificacion.

Se debe tener en cuenta que para obtener los beneficios en la salud como la mejora
de la funcién gastrointestinal, efecto antitumoral y cardioprotector, el incremento en el
gasto energético basal, la mejora en la secrecién de hormonas que regulan la
sensacion de apetito y saciedad entre otros, por medio de la activacion y expresion
del receptor TRVP1 que los capsaicinoides pueden aportar es necesario ingerir la
dosis adecuada. Por lo anterior, el adicionar la oleorresina de chile habanero a un
alimento, como quesos fresco, permitiria disminuir la pungencia y controlar la dosis
de capsaicinoides y que a la vez sea un producto inocuo y completo, podria ser una
opcion para que los consumidores obtengan los beneficios, ya que ademas por su
valor nutrimental los quesos frescos son recomendados en pacientes con obesidad e

hipertension.
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4 Objetivo General

Desarrollar y caracterizar quesos frescos adicionados con oleorresina de chile
habanero con alto contenido en capsaicinoides para determinar caracteristicas
sensoriales, microbiolégicas, fisicoquimicas y antioxidantes durante su

almacenamiento.

4.1 Objetivos especificos.

» Extraer oleorresina de chile habanero (Capsicum chinense Jacg.) con
contenido de capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina) mediante
disolvente organico para cuantificarlos por HPLC, asi como evaluar su
capacidad antioxidante durante el almacenamiento.

» Elaborar quesos frescos (panela y Oaxaca) adicionados con diferentes
concentraciones de capsaicina para evaluar su composicion quimico proximal
asi como la carga microbiana inicial (coliformes totales, bacterias acido
lacticas y levaduras).

» Evaluar las caracteristicas sensoriales (escala hedonica) y de pungencia en
los quesos frescos adicionados con oleorresina de chile habanero en un grupo
de consumidores potenciales, asi como una frecuencia de consumo de chile.

» Evaluar pH, acidez titulable, pérdida de peso por sinéresis y antioxidantes
(contenido de fenoles totales, ABTS y DPPH) de los quesos frescos
adicionados con oleorresina de chile habanero asi como sus cambios durante

el almacenamiento.
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5. Metodologia.

La parte experimental se llevo a cabo en dos etapas, durante la primera se obtuvo
una oleorresina de chile habanero (OCH), los chiles fueron adquiridos durante los
meses de mayo Yy diciembre del 2018, en la central de abastos de Pachuca, Hidalgo
con un coloraciébn anaranjado-rojizo, los cuales fueron lavados, mondados y
pesados, para posteriormente cortarlos en un espesor no mayor a 1 cm,
posteriormente fueron sometidos a un proceso de deshidratacion (74-1001-W,
Weston, Carolina del Norte EE.UU.) a 47°C por 9 horas, después la muestra se molié

(A11, IKA, EUA) y tamiz6 a un tamafio de particula de 500 pym.

Se procedié a realizar la extraccion de capsaicinoides por medio de lixiviacion en
etanol en una relacion 1:10 durante 1 hora a 65 °C en agitacion, después la mezcla
se centrifugd (Beckman Coulter, Allegra 25R, EUA) a 10,000 rpm durante 20 min, el
sobrenadante obtenido se purifico el extracto en un equipo de evaporacion rotatorio
(Buchi, R-200, EUA), y hasta obtener consistencia de oleorresina, para obtener los
rendimientos de la oleorresina, se realizo el calculo a partir del peso de la muestra

molida y el peso final de la oleorresina obtenida.

La OCH fue evaluada por medio de HPLC (660, Waters, EUA) para realizar anélisis
cuali y cuantitativa de la CAP y DHC, ademés de la determinacién de capacidad
antioxidante (contenido de fenoles totales, DPPH y ABTS), se almacen0 a 4 °C, en
un envase cerrado color ambar, las pruebas mencionadas anteriormente se

repitieron los dias 0, 15, 35 y 45 de la extraccién (Figura 6).

Después para la segunda etapa, se elaboraron dos tipos de quesos frescos (Panela
y Oaxaca) con la receta convencional, y se afiadio la OCH en el proceso de salado a
diferentes concentraciones, basado en la concentracién con la que anteriormente se
han reportado efectos benéficos en la salud 0.84 (C3), 1.68 (C2) and 2.53 (C1) mg

CAP/30 g) (Janssens et al.,2013), a estos productos se les realiz6 un analisis
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guimico proximal (AQP) que incluyé porcentaje de humedad, grasa, proteina,
carbohidratos y cenizas, al mismo tiempo que se aplicaron pruebas microbioldgicas,
en el dia 7 se realiz0 la evaluacion sensorial, mientras que las pruebas de acidez
titulable y pH el contenido de fendlico total (CFT), actividad antioxidante por DPPH y
ABTS (empleando extracciones acuosas y etandlicas), se realizaron en los dias 0, 7

y 15 para los dos tipos de queso, las dos variedades de queso se almacenaron en
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condiciones Optimas de conservacion a 4°C (Figura 7).

Caracterizacion de oleorresina de chile
habanero

Recoleccién de chile habanero

Extracciéon etandlica de oleorresina
de chile habanero

Identificacién de Contenido
capsaicinoides por fendlico total
HPLC (Capsaicina y
Dihidrocapsaicina)

Actividad
antioxidante

ABTS DPPH

Dias: 0, 15,35y 45

Figura 5. Disefio metodolégico. Etapa 1.
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Caracterizacion de quesos frescos

Queso Panela Queso Oaxaca

Adicién de oleorresiha de chile habanero:
0; 0.002; 0.005; 0.008%

Dia 0 Dia 7 Dia 15
AQP; Microbiologia Evaluacion
(Coliformes totales; sensorial
Levaduras; BAL)

Contenido fendlico total, actividad antioxidante por ABTS y DPPH (extraccion acuosa y
etanodlica); pH; Acidez titulable y pérdida de peso por sinéresis

Figura 6. Disefio metodolégico. Etapa 2.
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5.1 Obtencion y analisis cualitativo y cuantitativo de capsaicina y

dihidrocapsaicina en oleorresina de chile habanero
5.1.1 Obtencion de la muestra de chile habanero

Para este procedimiento se adquirié la muestra en la central de abastos de Pachuca,
Hidalgo, durante los meses de mayo a diciembre del 2018, posteriormente se realizd
la seleccion de los chiles, que se encontraban en buenas condiciones y estado de
maduracion correcto (el cual fue definido por la coloracion anaranjado-rojizo),
posteriormente fueron lavados, mondados y pesados, después se cortaron en trozos
pequefios a un espesor no mayor a 1 cm, se sometieron a un proceso de
deshidratacion (74-1001-W, Weston, Carolina del Norte EE.UU.) a 47°C por 9 horas,
durante la cual se registro la pérdida de peso de las muestras, la deshidratacion
concluyé hasta que el peso se mantuvo constante. Después la muestra, se molio
(A11, IKA, EUA) y tamiz6 a un tamafio de particula de 500 pm.

5.1.2 Curva de secado

Para la construccion de la curva de secado, se procedio a realizar un registro del
peso de la muestra en intervalos después de permanecer una hora en el
deshidratador en las condiciones ya mencionadas, este proceso se repitié hasta que
no se detectaron variaciones en el peso de la muestra. Para peso remanente se
tomo6 como referencia (100%) el peso inicial de la muestra, y se realizo el célculo de

acuerdo a los pesos que se registraron por las pérdidas de humedad.

5.1.30btencién de oleorresina de chile habanero.

Para la extraccién de capsaicinoides se empleé disolventes organicos, utilizando el
método empleado por Nagoth et al., (2014). La muestra obtenida se puso en
contacto con etanol, en una relaciénl:9 (muestra:solvente), y se mantuvo en bafio
con agitacion (LSB-015S, LabTech, Jalisco, México) a 60 rpm y 65 °C durante 15 min

y luego las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente, después de
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colocaron en tubos eppendorf y se centrifugaron (Beckman Coulter Mod. Allegra
25R, EUA) a 10,000 rpm por 20 min a 20°C, el sobrenadante se llevo a evaporacion
en un rotaevaporador (R-200, Bichi, EUA) a 34 °C obteniendo una oleorresina, se
peso para calcular rendimiento. Se almacend en recipiente de vidrio color ambar a 4

°C hasta su utilizacion.

5.1.4 Rendimientos de la oleorresina

Para obtener el rendimiento de la oleorresina de chile habanero, se calculé usando el
peso de la oleorresina sobre el peso del chile fresco de donde se realizé la

extraccion.

5.1.5 Cuantificacion de capsacinoides por HPLC.

La cuantificacion de los capsaicinoides se realizé por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC) (Davis et al., 2007), el cual es un método de separacion analitico
basado en la afinidad que tienen los compuestos por una fase movil y la estacionaria
(Méndez, 2008). Para la curva de calibracion (Anexo 1 y 2), se prepararon los
estandares a partir de una solucion madre de 1000 ppm, con diferentes puntos (12.5,
25, 50, 125, 250, 500 ppm) preparadas con el estandar Capsaicin Natural de Aldrich
(65% capsaicina y 35% dihidrocapsaicina) y etanol. La muestra de OCH fue
resuspendida y diluida en etanol anhidro (250 mg de OCH llevada al afor6 a 10 mL) y

posteriormente se filtrd en acrodiscos Millex de PVDF de 0.45 pym.

Para el andlisis de muestras se empleé un HPLC compuesto por un controlador
(Waters, 600, EUA), un automuestrador (Waters, 717 plus, EUA), con un detector de
arreglo de fotodiodos (Waters, 2996, EUA) las inyecciones de muestra se realizaron
automaticamente utilizando un volumen de inyeccion de 10 pL. Se utiliz6 una
columna Symmetry C18 5 um 4.6 x 250 mm y durante la corrida se mantuvo a 22 °C,
el detector de arreglo de diodos Waters 2996 se establecié para monitorizar a 284

nm. El sistema de elucion en gradiente fue binario utilizando acetonitrilo (A) y acido
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formico (B) al 1% (v/v). La separacion se logré usando un gradiente no lineal: 5 min
5% A -95 % B, 9 min 50 % A-50% B, 6 min 80% A-20 % B, 2 min 50 % A- 50 % B, y
3 min de 5% A- 95% de B (25 min en total) la velocidad de flujo fue de 1 mL/min. Los
datos se analizaron mediante el software de Empower Waters version 2. Este

proceso se repitié en los dias 0, 15, 35 y 45 de almacenamiento.

5.2 Analisis cuantitativo de fenoles totales y acti vidad antioxidante en la

oleorresina de chile habanero.
5.2.1 Contenido fendlico total.

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar
con agentes oxidantes, este reactivo contiene molibdato y tungstato sodico que
reacciona con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico—
fosfotangstico, la transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
formados en 6xidos cromogenos de color azul intenso, de tungsteno (WgO23) y
molibdeno (MogOz23), siendo proporcional este color al niumero de grupos hidroxilo de
la molécula (Gutiérrez et al., 2008). Se empled la metodologia propuesta por
Stintzing et al., (2005). La curva estandar (Anexo 3) se prepar0 a partir de una
solucion stock de acido galico de 300 mg/L, obteniendo las diferentes
concentraciones (0, 100, 200 y 300 mg/L). En cuanto a la muestra de OCH se
prepararon diferentes diluciones (1:10, 1:50, 1:100, 1:200, 1:250 y 1:300). Para la
determinacion fueron colocados en tubos eppendorf 100 puL de la muestra o solucion
de la curva de referencia, 500 puL de solucion de Folin (100 mL Folin-Ciocalteu/L
agua destilada al 0.2 N) y 400 pL de solucion de carbonato de sodio (75 g carbonato
de sodio/L), las muestras se agitaron en vortex y se dejaron en reposo durante 30
minutos, para después realizar la lectura a 765 nm en el lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, EUA). Los resultaron se reportaron como miligramos

equivalentes de acido gélico por litro (mg EAGIL).

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 31



O© 0 N O Ul H»H w N

O S Y Y
N O U N RO

18

19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

Metodologia

5.2.2 Determinacién de actividad antioxidante por A BTS.

Este procedimiento se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical
ABTS (2,2'-Azino-bis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]), debido a la interaccion
con especies donantes de hidrégeno o de electrones. Esta prueba de actividad
antioxidante se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Kuskoski et al.,
(2005). Para realizar esta reaccion, se prepard una solucion de ABTS, al 7 mM (3.85
g ABTS/L agua destilada), posteriormente se agregd persulfato de potasio al 2.45
mM (660 mg persulfato de potasio/L de agua desionizada). Esta solucion se dejé
reposar por 16 horas y se realizé una dilucion en agua desionizada, para obtener una
absorbancia de 0.7 £ 0.1 a una longitud de onda de 754 nm. Para la curva estandar
(Anexo 5) se us6 como molécula de referencia Trolox, preparando las siguientes
concentraciones de 0, 60, 120, 180, 240, 300 pumol/L. Posteriormente para la técnica
se tomaron 20 pL de muestra y 980 pL de la disolucién de ABTS, y se dejaron pasar
7 min de reposo y a continuacion realizar la lectura espectrofotométrica a 754 nm en
un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, EUA). Los
resultados se expresaron como pmol micromoles equivalentes de Trolox por mililitro
(umol ET/mL).

5.2.3 Determinacién de actividad antioxidante por D PPH.

La capacidad de captar radicales libres se determiné usando el método basado en la
reduccion de una solucion metanolica del radical libre coloreado DPPHe (difenil-1-
picrilhidrazilo) (Menichiniet et al., 2009). Como referencia se empleé el método
descrito por Morales et al, 2011. Para esta metodologia se empled, como molécula
de referencia, el antioxidante Trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) para la construccion de la curva estandar (Anexo 4). La cual fue diluida
con etanol para obtener las diferentes concentraciones (0, 50, 100, 200 y 300 umol
ET/L). La técnica empleada para esta prueba se realizdé de la siguiente forma, se
vertieron 100 pL de las muestras diluidas y 500 puL de la solucion de DPPH, (74 mg

DPPH/L agua destilada), posteriormente se sometieron a agitacion vortex y se
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mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 hora, por ultimo se midio la
absorbancia a 520 nm en el lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, EUA).
Los resultaron se reportaron como micromoles equivalentes de trolox por mililitro
(umol ET/mL).

5.3 Elaboracion de quesos frescos y adicion de caps  aicinoides
5.3.1 Elaboracion de queso panela

En cuanto al queso panela, también se utilizé leche pasteurizada Santa Clara, y se
realizd de acuerdo al manual para la elaboracion de productos derivados de la leche
con valor agregado (SAGARPA, 2011), se mantuvo la leche a una temperatura de
32-35 °C, y se agrego el cuajo comercial (HANSEN 3 mufiecas) (0.020 g/L) y se dejo
reposar durante 60 minutos, posteriormente se realizd el corte de la cuajada,
formando cuadros de aproximadamente 2 cm, y se dej6é reposar durante 5 minutos.
Después para la maduracion del grano, se agité suavemente los granos durante 10
minutos a 38 °C, para posteriormente retirar las dos terceras partes del suero con
ayuda de manta de cielo, a continuaciéon se salo la cuajada al 3% y se le adiciono la
OCH en las cuatro concentraciones diferentes como se mencioné anteriormente en
el proceso de elaboracion del queso Oaxaca, la diferencia para esa variedad de
gueso, fue que la OCH se le adiciond directamente, se amaso y salé para
posteriormente dejar en reposo durante 12 horas a 5 °C, para después realizar el
prensado para su posterior analisis, envuelto en una manta de cielo cubierta del
exterior en un recipiente hermético, y posteriormente se empaco en bolsa de plastico

con cierre hermético a 4°C.

5.3.2 Elaboracion de queso Oaxaca

Para la elaboracion de queso Oaxaca se adquirié leche comercial Pasteurizada
(Santa Clara) en un supermercado de Pachuca, Hgo., la cual se acidificé utilizando

1.3 mL de &cido acético glacial por litro de leche, y se agitd para su dilucion,
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posteriormente se realiz6 un calentamiento en una parrilla (Cole Palmer, CPI103401,
EUA) llevando la leche a una temperatura de 32-35 °C, y se agreg0 el cuajo
comercial (HANSEN 3 mufiecas) a una concentracion de 0.020 g/L y se dejo reposar
durante 60 minutos, para después realizar el corte de la cuajada en lineas
horizontales y verticales, se dejo reposar la cuajada durante 5 minutos manteniendo
la temperatura de 32-35 °C, y se agitdo suavemente el grano de la cuajada durante
aproximadamente 10 minutos, para después drenar totalmente el suero, utilizando
como apoyo manta de cielo, posteriormente se calenté agua a 72 °C en una parrilla
(Cole Palmer, CPI103401, EUA), se amaso0 y se realizo el estiramiento de las tiras, a
continuacion se dejaron las tiras en agua hervida fria a 15 °C por 60 minutos. Para
este proceso, se prepararon 4 salmueras diferentes, donde en cada una se agrego
diferente cantidad de OCH, la concentracion 1 (C1l) aporté el 100 % de la
recomendacion de acuerdo a Janssens et. al., (2013), la concentracion 2 (C2) aportd
% partes de la recomendacion, la concentracion 3 aporté ‘5 parte de la
recomendacion y por ultimo la concentracion 0, que fue el control (C0), a la cual no
se le adicion6 OCH, todas las salmueras se llevaron a una concentracion del 6 % de
sal. Para finalizar, las tiras se enredaron para formar una bola y posteriormente se
empagqueto en bolsa de plastico con cierre hermético y se almacend a 4 °C para su

posterior analisis.

5.3.3 Adicién de oleorresina de chile habanero aqu  esos.

En la tabla 3 se muestran las concentraciones de CAP que fueron adicionados a los
guesos frescos y se indica la clave con la cual se identific6 cada queso. De acuerdo
a la recomendacion establecida de 2.53 mg CAP/Dia por Janssens et al., (2013), sin
embargo, Unicamente la concentracion 1 aporta la recomendacion en 30 gramos de
gueso, la concentracion 2, dos terceras partes y la concentracién 3 Unicamente una

tercera parte.
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Tabla 3. Diferentes concentraciones adicionadas de capsaicina en los quesos

frescos
Clave mg CAP/30 g %
Cco 0 0
Ci1 2.53 0.008
Cc2 1.68 0.005
C3 0.84 0.002

5.4 Analisis quimico proximal de quesos
5.4.1 Humedad.

Esta evaluacion se basa en la medicion de la masa de agua en una masa conocida
de muestra, el contenido de humedad se determina midiendo la masa del queso
antes y después de eliminar el agua por evaporacion (AOAC 926.08, 1999). Los
crisoles se sometieron a peso constante y se pesé 1 gramo de muestra (quesos en
sus diferentes concentraciones) y posteriormente se introdujeron al horno de secado
(Scorpion Scientific, 168242, México), a 105 °C por 3 horas, ya que en este tiempo el
peso se volvio constante. Para terminar se hizo nuevamente el pesaje de los crisoles
con muestra y se realiz6 la diferencia, para determinar su contenido de agua se
empled la siguiente férmula. Los resultados fueron reportados en porcentaje de

humedad.

Pi — Pf
00H = —— %100

Pi

Dénde:
%H= Porcentaje de humedad
Pi= Peso Inicial

Pf= Peso final
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5.4.2 Proteina.

El porcentaje de proteina de los quesos fue evaluado por el método establecido por
la AOAC 920.123. (1999) basado en la digestion del queso por acido sulfurico,
usando sulfato de potasio como catalizador para elevar el punto de ebullicion, para
liberar el nitrdgeno de la proteina y retener el nitrgeno como sal de amonio. Se
utilizé 0.1 g de muestra (queso en sus diferentes concentraciones), a la cual se le
adicion6 una tableta catalizadora kjeldahl, 2 mL de agua destilada y 15 mL de acido
sulfurico. Durante el proceso de digestion dio como resultado la formacion de sulfato
de amonio, el cual en presencia de un excedente de hidréxido de sodio al 32% libero
amoniaco, posteriormente fue sometido a destilacion colectando en acido borico al
3% dando como resultado la formacion de borato de amonio, el cual fue valorado con
HCL 0.1 N. Para la determinacion se empled el equipo de digestion (Gerhardt, Nood
K88, Alemania), destilacion (Gerhardt, Vapodest 50, Alemania) y neutralizacion
(Gerhardt, Tur, Alemania). La concentracion de nitrogeno presente en la muestra se
multiplico por el factor de conversion (6.38) y los resultados se expresaron en

porcentaje de proteina.
%P = (CN = FC)
Donde:
%P= Porcentaje de proteina
CN= concentracion de nitrégeno

FC= Factor de Conversion

5.4.3 Grasa.

El método que se empleara para realizar la medicion de grasa sera de acuerdo a lo
establecido en el AOAC 996.06, (1999) mediante el equipo soxhlet (Buchi, B-811,
Alemania), el cual utilizé éter para suavizar la caseina y romper la emulsién y la
combinacién grasa-proteinas. De manera general, se peso 1 g de muestra, la cual se

coloc6 en un cartucho de celulosa, posteriormente, se utilizé el sistema de extraccion
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de grasas, empleando el éter de petroleo como disolvente de extraccion y se siguio
el método predeterminado por el equipo. Para reportar los resultados en porcentaje

de grasa, al final del proceso se calculé con la siguiente formula:

P
g G = —f*lﬂﬂ
Pi

Donde:

%G= Porcentaje de grasa
Pf= Peso final de la muestra

Pi= Peso inicial de la muestra

5.4.4 Cenizas

El método gravimétrico para la determinacién de cenizas en queso se basa en la
destruccién de la materia organica presente en la muestra por calcinacion y
determinacion gravimétrica del residuo (AOAC 935.42, 1999). Se pesaron las
muestras (1 g), las cuales se sometieron a carbonizacion de forma manual a fuego
directo con mechero y en campana de extraccion (Leex, CA4430, México). A
continuacién se introdujeron en la mufla (Furnace, 1500, FD1535M, EUA) a 550 °C
durante 5 horas. Por ultimo se enfriaron en desecador durante 15 minutos y se peso
el residuo. Los resultados fueron reportados en porcentaje de cenizas utilizando la
siguiente formula:

Pi—Pf
% C = ———+100

L

Donde:
%C= Porcentaje de cenizas
Pi= Peso Inicial

Pf= Peso final
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5.4.5 Carbohidratos.

Para el contenido de carbohidratos se realiz0 por diferencia, respecto a los
porcentajes obtenidos por las determinaciones anteriores (humedad, grasa, proteina,

y cenizas).

5.5 Analisis microbiolégico de quesos
5.5.1Preparacion de las muestras para analisis micr  obiolégico.

Se prepar6 la muestra de acuerdo a la metodologia establecida por la NOM-110-
SSAL (1994). Se colocaron 10 gramos de muestra en 10 mL de agua peptonada, y
se homogeneiz6 con una licuadora (Oster, 869-16/410, EUA) durante un minuto a
velocidad media, para posteriormente preparar las diluciones pertinentes. Todo en

condiciones estériles.

5.5.2 Coliformes totales

La determinacion de coliformes totales se realiz6 de acuerdo a la Gonzéles-Montiel y
Franco-Fernandez, (2014), utilizando como medio selectivo agar rojo violeta bilis, en
el que se desarrollan bacterias productoras de gas y acidos organicos, generando un
cambio del pH y precipitacion de sales biliares. Las cajas se incubaron (Labtech, LSI-
3016, Corea) a 37 °C por 48 horas, descrito por Gonzales-Montiel y Franco-
Fernandez, (2014). Los resultados se reportaron como logaritmo de unidades

formadoras de colonias por mililitro (Log UFC/Q).

5.5.3 Bacterias acido lacticas

El conteo con respecto a las bacterias lacticas se realizé empleando el método
utilizado por Gonzéles-Montiel y Franco-Fernandez (2014). El cual se basa en que el
medio de cultivo genera un abundante desarrollo de las especies de lactobacilos, la
glucosa y peptona proporcionan la fuente de nitrégeno y otros de los elementos

necesarios para el crecimiento bacteriano, ademas de que el medio contiene
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componentes como el citrato de amonio que actia como agente inhibitorio para el
crecimiento de las bacterias gram negativas. Se empleé el agar MRS, y la incubacion
(Labtech, LSI-3016, Corea) fue llevada a cabo a 45 °C por 48 horas, los resultados
se reportaron en logaritmo de unidades formadoras de colonias por gramo (Log
UFC/qg).

5.5.4 Levaduras

En determinacion de levaduras se empleo el método descrito por Gonzélez-Montiel y
Franco-Fernandez, (2014). La hidrdlisis de los compuestos del agar especifico para
este grupo microbiano (agar papa dextrosa) se efectla por enzimas que poseen
estos microorganismos. La sobrevivencia de las levaduras a pH acidos se pone de
manifiesto al inocularlos en el medio de cultivo acidificado a un pH de 3.5. Asi mismo,
la acidificacion permite la eliminacion de la mayoria de las bacterias. La incubacion
(Labtech, LSI-3016, Corea) se llevo a cabo durante 48 horas a 37 ° C, de acuerdo a
la norma NOM-111-SSA1-1994. Los resultados se reportaron en logaritmo de

unidades formadoras de colonias por gramo (Log UFC/qg).

5.6 Evaluacion sensorial de quesos

Se realizé una adaptacion de la escala hedonica de 5 puntos, que van desde me
gusta mucho, hasta me disgusta mucho, utilizada por Naranjo (2007), donde se
incluyeron los atributos de apariencia, color, aroma, textura y sabor. A este formato
se le anex6 un apartado donde se evalud la pungencia del producto, categorizando al
producto desde muy suave, hasta muy picante (Anexo 6), esta encuesta se aplicé en
estudiantes de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo del Area Académica
de Nutricion. En esta etapa se aplicé una frecuencia de consumo, con la intencion de

comparar la aceptacion del producto con su consumo de chile (Anexo 7).
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5.7 Contenido fendlico total y actividad antioxidan te en quesos

5.7.1 Extraccion de péptidos en quesos para medici6  n de antioxidantes

en quesos.

La protedlisis que ocurre en el queso en el tiempo de maduracion da como resultado
péptidos, los cuales pueden ser considerados “péptidos bioactivos”, para evaluar su
actividad antioxidante, se realiz6 una extraccion acuosa la cual posteriormente se
sometio a las pruebas de actividad antioxidante anteriormente descritas. Esta
extraccion se realiz6 por el método descrito por Oztirk y Akin (2017), donde se
colocaron 10 g de muestra y se homogeneizaron con 20 mL de agua durante 10 min,
los resultantes se mantuvieron a 4° C durante una hora, los materiales que no fueron
solubles se separaron por centrifugacion (Beckman Coulter, Allegra 25R, Italia) a
10,000 rpm por 30 min a 4 °C, y se separ6 el sobrenadante, se mantuvo en
congelacion a -20°C, posteriormente se sometié a las pruebas de antioxidantes, este

proceso se repitid los dias 1, 7 y 15 de almacenamiento.

5.7.2 Extraccion etandlica para medicion de antioxi  dantes en quesos.

Debido a la adicién de la OCH de chile habanero a los quesos, se puede encontrar
en esta matriz alimentaria componentes que son mas afines al etanol. Por lo que se
realizd una segunda extraccion etandlica para obtener la mayoria de sus
componentes con actividad antioxidante. Se empledé el método utilizado por
Gongalves et al., (2017), se tomaron 10 g de queso, con 20 mL de etanol y se
mantuvo en agitacion durante 60 minutos, en un bafio de agua (LSB-015S, LabTech,
Jalisco, México). Posteriormente se centrifugd (Beckman Coulter, Allegra 25R, Italia)
a 10,000 rpm 10 min a 4°C y se separo el sobrenadante, se almacend a -20°C para
su posterior analisis, este proceso se repitio los dias 1, 7 y 15 de almacenamiento.

Para ambas extracciones se aplicé el procedimiento mencionado anteriormente para

contenido fendlico total y actividad antioxidante por ABTS y DPPH.
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5. 8 Calidad de quesos

5.8.1 Determinacion de pH y acidez titulable.

Para esta determinacion se utilizo6 el método de Kirk et al., (2002), se macerd 5
gramos de muestra (queso panela y Oaxaca en sus diferentes concentraciones) con
50 mL de agua tibia a 40 °C, a partir de esta mezcla se le midid el pH con un
potenciometro (Hanna, 210, Portugal). De esta mezcla se titularon 10 mL, con
hidroxido de sodio al 0.1 N, hasta que el color vir6 a un rosa claro, se empleo
fenolftaleina como indicador. Se utilizé la siguiente féormula para calcular el

porcentaje de acidez titulable:

(V=N =009)
- ;

0o AT = 100

Donde:

%AT = Porcentaje de acidez titulable
V= Volumen de hidroxido de sodio
N= Normalidad de hidroxido de sodio
M= Mililitros de muestra utilizada

0.09= miliequivalentes de acido lactico

5.8.2 Determinacion de sinéresis

Esta determinaciéon se basa en la pérdida de peso por el suero liberado durante el
almacenamiento. La determinacion de sinéresis se llevd a cabo mediante el
procedimiento descrito por Antezana (2015). La determinacion se realiz6 durante los
dias de almacenamiento establecidos (1, 7 y 15), basandose Unicamente en el peso
de la masa y el suero drenado durante el almacenamiento. Los resultados se
reportaron en porcentaje de pérdida por sinéresis. La formula para reportar el

porcentaje de suero liberado, como indicador de sinéresis fue la siguiente:

Suero liberado (g)

YaSinéresis = 100

Masa de queso (g) .
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5.9 Analisis estadistico.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como
media + desviacion estandar (DE), y se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA)
mediante el modelo lineal general multivariante, con la prueba de Duncan, esta
prueba se empled para comparar todas las muestras en los dias en que se realizaron
las pruebas (1, 7 y 15) y también se utilizé para identificar las diferencias estadisticas
de una misma muestra durante su almacenamiento, con un nivel de significancia de
p< 0.05, usando el software IBM SPSS Advanced statistics para Windows, version
15.0 (SPSS Inc, EUA).
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6. Resultados y discusion.

6.1 Obtencion y analisis cuanti y cualitativo de ca  psaicina 'y

dihidrocapsaicina en oleorresina de chile habanero
6.1.1 Curva de secado para a deshidratacion del chi  le habanero.

Para una extraccion eficiente de CAP, se ha evidenciado que en los chiles
deshidratados se destruye la pared celular, lo que permite al disolvente estar en
contacto directo con la molécula que se desea extraer (Casanova-Ortiz et al., 2015).
Para la deshidratacion de este estudio, las condiciones se establecieron mediante

ensayos previos y referencia (Hernandez et al., 2010).

En la Figura 8 se observa el comportamiento de deshidratacion de Capsicum
chinense Jacq. para la extraccion de CAP del presente trabajo, se aprecia que a
partir de las seis horas la curva se mantiene lineal recta, que es donde el fruto llego a
su tiempo maximo de pérdida de peso. Resultados similares fueron mostrados por
Hernandez et al., (2010), donde a una temperatura de 50 °C, el chile deja de perder
peso a las 7 horas, la temperatura alcanzada fue similar a esta investigacion (47° C),

utilizando el mismo tamarfio de espesor del fruto de 0.5a 1 cm.

120
=15 p€es0 remanente

100 == perdica

% cle peso

Tiempo (hrs)

Figura 7. Curva de secado para deshidratacion por conveccion de chile habanero.
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6.1.2 Rendimientos de la extraccion

El porcentaje de rendimiento de extraccion de OCH obtenida fue de 3.66%. En un
estudio realizado por Cardona et al., (2006), en oleorresinas de Capsicum annuum
L., quienes utilizaron acetato de etilo y hexano para su extraccion, reportaron un
rendimiento similar de 4.2% cuando realizaron la extraccién con acetato de etilo,
mientras que con hexano obtuvieron 2.9%. Se indica que la eficiencia de la
extraccion de capsaicinoides esta directamente relacionada con la polaridad y

afinidad del solvente empleado para la extraccion (Nagoth, 2014).

6.1.3 Analisis cuali y cuantitativo de capsaicina y dihidrocapsaicina por
HPLC.

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), es un método de separacion
analitico que se lleva a cabo mediante la afinidad que tiene un compuesto por una
fase movil (Méndez, 2008), y ha sido previamente usado para emplearlo en la
cuantificacion de capsaicinoides (Davis et al., 2007, Hoyos et al., 2007, Restrepo et
al., 2007, Ozdemir y Topuz, 2014). En la figura 9a, se muestran los cromatogramas
obtenidos por HPLC de los dos capsaicinoides principales CAP (1) y DHC (2), de las
muestras estandar (Figura 9a), y en la Figura 9b se observa el cromatograma de la
muestra de OCH, donde se logré identificar estos dos capsaicinoides. Los tiempos de
retencion de las muestras en promedio para CAP fueron de 19.23 min (1) y 20.47
min para DHC (2), ademas aparecen otros picos (3, 4 y 5), los cuales no se
identificaron 'y que posiblemente pudieran ser otros capsaicinoides
(Nordihidrocapsaicina, y homocapsaicina) que previamente han sido observados
(Giuffrida et al., 2014), sin embargo la capsaicina es el capsaicinoide de mayor
interés ya que ha sido ampliamente estudiado por su actividad biolégica, como
antiinflamatoria, antidiabetes, anticancer, antiobsesidad etc(Avesaat et al., 2016;
Hudson et al.,2016; Xie et al., 2016; Vendrelyet al., 2017; Janssens et al., 2013).

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion de CAP y

DHC provenientes de OCH durante el primer dia de la extraccion hasta el dia 45 de

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 44



O 0 N O U1 » W N -

NN NN DN NNDNDNR B R B 2ok | ) | 4,
X N O U A WN R O VW 0N U WN R O

Resultados y discusion

almacenamiento, la cuantificacion de los capsaicinoides en el dia 0 fue de 14.37 mg
CAP/g y 10.49 mg DHC/g. Davis et al., (2007), analizaron 31 extractos etandlicos de
oleorresina de chile habanero y en promedio obtuvieron una concentracion de 0.12
mg/g de capsaicina y dihidrocapsaicina en conjunto, en otro estudio reportaron en
oleorresina de Capsicum spp concentraciones de 4.9 mg CAP/g y 1.7 mg DHC/g
(Hoyos et al., 2007) ambos estudios presentan concentraciones menores a las
obtenidas en el presente trabajo.

Restrepo et al. (2007), cuantificaron en oleorresinas de chile habanero extraidas con
acetato de etilo y hexano, y cuantificaron 94.7 mg CAP/g, 49.4 mg DHC/g, y 53.1 mg
CAP/g y 28.7 mg DHC/g, respectivamente, concentraciones mas altas comparadas
con esta investigacion. Por su parte Yafiez et al. (2015), obtuvieron una oleorresina
etandlica con una concentracion de capsaicina de 11.33 mg CAP/g, similares a las
obtenidas en este estudio. Las diferencias en las concentraciones de los estudios
mencionados, se pueden atribuir a la composicion genética de la planta, el ambiente
donde se cultiva y la maduracion del fruto (Zewdie y Bosland, 2000), asi como a la
capacidad para acumular los capsaicinoides, la cual se asocia estrechamente con la
especie del chile (Vazquez-Flota et al., 2007), por ejemplo, Capsicum chinense Jacq.
se considera como una de las especies que mas contenido de estos componentes

presenta (Cazares-Sanchez et al., 2005).

Una concentracion mas alta de capsaicinoides en las oleorresinas puede estar
relacionada con el uso del disolvente empleado para su extraccion, asi el acetato de
etilo y el hexano se destacan por ser disolventes con mayor afinidad por estos
(Restrepo et al., 2007). Sin embargo, en la presente investigacién se realizd la
extraccion de la oleorresina con etanol, ya que se recomienda el uso de disolventes
organicos de menor toxicidad para uso en tecnologia alimentaria, entre ellos el etanol

(Nagoth et al., 2014), por lo que se justifica su adicion a los diferentes quesos.
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Figura 8. Cromatogramas de capsacina y dihidrocapsaicina por HPLC: a) Estandar y

b) OCH (oleorresina de chile habanero)

6.1.4 Cuantificacion de capsaicina y dihidrocapsaic ina en oleorresina de

chile habanero durante almacenamiento.

Durante el almacenamiento, las concentraciones fueron estables (p>0.05) desde el
dia en que fue realizada la extraccion hasta el dia 35 (4°C), para el dia 45 se observo
una disminucion significativa para CAP, mientras que para DHC los valores se
mantuvieron similares (tabla 4). Existen pocos estudios que reporten el
comportamiento de los capsaicinoides durante el almacenamiento en oleorresinas.
Dominguez-Cafiedo et al. (2015), evaluaron el comportamiento de capsaicinoides en
el complejo de inclusion molecular de oleorresina de chile habanero con B-
ciclodextrina, a diferentes temperaturas (25, 35 y 45 °C durante 51 dias) y con
diferentes valores de actividad de agua (0.103-0.765), y encontraron quelas
oleorresinas almacenadas a 35 y 45 °C, presentaron mayor pérdida de capsaicina a
partir de las 4.7 semanas, detectaron que la actividad de agua no tuvo efectos sobre
capsaicina, por lo que sugieren que el deterioro de capsaicina no es oxidativo, mas

bien es dependiente de la temperatura.
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Otros estudios en polvo de chile sugieren lo mismo, Ozdemir y Topuz (2014),
analizaron chile (Capsicum annum) deshidratado almacenado a temperatura
ambiente, y evaluaron los cambios de los capsaicinoides durante 10 meses de
almacenamiento, observando una disminucion a los 2 meses en el contenido de DHC
y CAP, similar a lo reportado por Giuffrida et al., (2014), en polvos de chile
deshidratado de Capsicum annuum spp. a temperatura ambiente y a -18 °C durante
12 meses, las muestras que fueron sometidas a congelacion tuvieron una
disminucion de capsaicina y dihidrocapsaicina a los 9 meses de almacenamiento,
mientras que en la muestra que se almacend a temperatura ambiente, iniciaron las
pérdidas de estos componentes a los 6 meses de almacenamiento, ambos estudios

encontraron una transformacién isomérica de DHC a isodihidrocapsaicina.

La disminucion de capsaicina se debe a que ocurre una fragmentacion de los grupos
alquilo de la molécula por accion de la temperatura, provocando una oxidacion,
formando vainillina seguida de la presencia de un segundo rompimiento para
constituir otros compuestos fendlicos y por ultimo la conversion a alquilamina
(Henderson, 1992). Wang et al., (2009) en muestras de chile en polvo Capsicum
annuum L., almacenado a diferentes temperaturas (2-5 °C en refrigeracion y 5-35 °C
temperatura ambiente) mostraron una mayor disminucion de CAP y DHC en los
almacenados a temperatura ambiente a los dos meses, y lo atribuyen a una posible
oxidacion enziméatica residual, por la liberacion de las enzimas peroxidasas durante
la molienda (Titze et al., 2002).

Cabe recordar que estos estudios antes mencionados se realizaron en muestras en
polvo, y hacen referencia de condiciones de almacenamiento con temperaturas
mayores a 25 °C, sin embargo, este proceso de degradacion, en el presente trabajo,
debe ser estudiado a fondo, ya que la matriz fue diferente y se observé la
degradacidon de capsaicinoides a los 45 dias a pesar de mantener la temperatura
controlada (4 °C), es importante tomar en cuenta que un compuesto de alta pureza
es menos estable dado que estd mas expuesto a factores alterantes que cuando se

encuentra en una matriz intacta o compleja.

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 47



1
2

3

N O o b

10

11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21

Resultados y discusion

Tabla 4. Concentracion de capsaicina y dihidrocapsaicina en oleorresina de chile
habanero.

Almacenamiento mg CAP/g OCH" mg DHC/g OCH"
(dias)
0 14.37 £1.082 10.49+ 0.3320
15 14.35 £ 0.042 10.56 £0.18ab
35 15.72 £0.162 11.45 +£0.252
45 12.28 £+ 0.53P 9.61 + 0.69°

ab| gs letras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre
los dias de almacenamiento. "miligramos de capsaisina por gramo de oleorresina de
chile habanero: "miligramos de dihidrocapsaicina por gramo de oleorresina de chile
habanero.

6.2 Analisis cuantitativo de fenoles totales y acti  vidad antioxidante en la

oleorresina de chile habanero.

6.2.1 Determinaciéon de contenido fendlico total en oleorresina de chile
habanero.

El grupo de los fenoles se refiere a un amplio nUmero de sustancias (mas de 8,000),
los cuales tienen distintas estructuras y actividades en los tejidos vegetales, el
contenido puede presentar variaciones en relacion al compuesto y su ubicacion en
las células vegetales (Martinez-Valverde et al., 2000). Por su importante actividad
biolégica se han atribuido actividades en la mejora de la salud, resaltan sus efectos
vasodilatadores, anticancer, antiinflamacion, antialergias, entre otros (Cao et al.,
1997). En la tabla 5 se observa el comportamiento respecto al CFT durante el
almacenamiento de OCC, arrojando una concentracion inicial de 29.13+0,61 mg
EAG/mL. Ceron et al., (2016), encontraron en chile habanero 2.32 mg EAG/g, en
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este trabajo se obtuvo una concentracion aproximadamente 10 veces mayor en la
oleorresina. Por otro lado Souza et al. (2015) evaluaron distintos pimientos del
género Capsicum en extractos etandlicos acuosos, para Capsicum chinense Jacq.
hallaron un contenido de 26.6 mg EAG/g, resultados que son muy similares a los
obtenidos en esta investigacion, debido a que la extraccion realizada en este ultimo
estudio, fue realizada con el mismo disolvente que fue empleado en el presente

proyecto.

Respecto al almacenamiento, no se identificaron diferencias significativas hasta el
dia 45. Un comportamiento similar fue reportado por Dominguez-Cafiedo y Beristain-
Guevara (2011), en oleorresina de chile habanero microencapsulada, almacenada a
25 35 y 45 °C durante 8 semanas, los valores se mantuvieron estables en la mayoria
de sus muestras excepto por la almacenada a 45 °C, este comportamiento se puede
atribuir a las modificaciones que ocurren en los compuestos como consecuencia de
procesos y almacenamiento, probablemente se presentd la sintesis de nuevos
compuestos, los cuales ayudan conservar la actividad antioxidante o incluso

mejorarla durante el tiempo (Manzocco et al., 1998).

Cabe resaltar que la disminucion del CFT fue similar al comportamiento en la
concentracion de capsaicina durante el almacenamiento (disminucion en el dia 45),
ya que como se ha demostrado la capsaicina tiene un grupo fenol en su estructura el
cual provoca una coloracién con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Reyes-Escogido et
al., 2011; Dawan et al., 2017), por tal razon al modificarse este compuesto, se

modificaria la concentracion de CFT.

No se han hallado estudios de CFT en oleorresinas de chile habanero durante el
almacenamiento, sin embargo Santander et al. (2017) estudiaron una bebida de
leche descremada con pulpa natural de tomate de arbol almacenada a temperatura
de refrigeracion (4°C) y observaron una disminucion significativa a los 28 dias de
almacenamiento, suponen que la causa de la disminucién en CFT, fue el tratamiento

térmico que recibid la bebida en su elaboracién (90 °C por un minuto), aunado a esto,

Mariel Guadalupe Valencia Cordova 49



N O U1 W N R

co

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Resultados y discusion

Cao et al.,, (2012) reportaron que la temperatura tiene repercusiones en la
degradaciéon de los compuestos fendlicos durante el almacenamiento, como
resultado del aumento en la oxidacion y la polimerizacion de compuestos fendlicos
con proteinas. Esto pudo haber sucedido en este estudio, ya que para la obtencion
de la OCH se aplicé un tratamiento térmico de 65 °C por una hora, lo cual pudo

afectar la estabilidad de los compuestos fendlicos.

6.2.2 Capacidad antioxidante por ABTS en oleorresin  a de chile habanero

durante su almacenamiento

Otra de las metodologias que frecuentemente se emplean para medir la capacidad
antioxidante en alimentos, de compuestos con naturaleza hidrofilica, es por medio de
ABTS. En la tabla 5 se observa al dia uno, una concentracion de 7.78 + 0.029 umol
ET/mL OCC. Varios estudios han reportado la actividad antioxidante por ABTS, tanto
en chile seco como extractos, Meckelman et al. (2013) estudiaron Capsicum
chinense Jacq. seco, reportaron un promedio de 92 umol ET/g, por otro lado,en un
estudio realizado por Hervert-Herndndez et al.(2010), en extractos etandlicos de
Capsicum annum obtuvieron 38.5 + 0.4 ymol ET/mL, estos se encontraron en mayor
proporcion al compararlos con los obtenidos en la presente investigacion,
probablemente debido a la eliminacion de algunos componentes en la concentracion

para llegar a la consistencia de oleorresina.

Los valores obtenidos por ABTS fueron menores a los del analisis por DPPH, y
puede ser debido a que la oleorresina tiene en su mayoria componentes de
naturaleza lipofilica, los cuales son identificados por DPPH, mientras que por ABTS

identifica compuestos hidrofilicos (Gaviria et al., 2009).

Durante el almacenamiento, se observd una disminucion significativa para el dia 15
manteniéndose estable hasta el dia 35, y mostrando un aumento significativo al
ultimo dia de almacenamiento. El trabajo de Cerecedo-Cruz et al. (2018), presentd

un comportamiento similar durante el almacenamiento de oleorresinas de aguacate
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adicionadas con oleorresinas de Capsicum annuum L, donde estudiaron el dia 1y 28
de almacenamiento, encontrando una disminucion en el dia 28, y lo atribuyen al
estado de oxidacion de sus componentes. Por otro lado el aumento en el dia 45,
podria ser debido a la aparicion de nuevos componentes en el almacenamiento que
mejorar la actividad antioxidante, como compuestos fendlicos (Manzocco et al.,
1998).

6.2.3 Capacidad antioxidante por DPPH en oleorresin  a de chile habanero

durante su almacenamiento.

Se ha prestado especial atencion a la actividad antioxidante de los compuestos, por
el papel que desempefan tanto en el organismo como en los alimentos (prevencion
en la degradacion oxidativa de polimeros y grasas), y para estimar esta actividad el

meétodo de DPPH es uno de los mas utilizados (Szabo et al., 2007).

El contenido y comportamiento de la capacidad antioxidante por DPPH durante el
almacenamiento de la oleorresina se muestra en la tabla 5, los resultados en el dia 0
de la extraccion reportan un contenido de 11.30 + 1.73 pmol ET/mL de OCH.
Riquelme y Matiacevich (2016), encontraron en la oleorresina de Capsicum annuum
var. valores de 1.4 x 103 umol ET/mL, en contraste con este estudio, la oleorresina
de chile habanero arroja valores mayores. Estas diferencias son dependientes de la
cantidad de capsaicina que la oleorresina contenga, ya que Maskimova et al., (2014),
en un estudio donde analizaron oleorresinas extraidas con etanol de diferentes
cultivares y especies de chiles (Genotipos: Vezena, Feferona y Bombona),
observaron una relacion directa entre la actividad antioxidante y la cantidad de

capsaicina.

En la OCH del presente trabajo, la actividad antioxidante se vio disminuida a partir
del dia 35 (p<0.05), esta disminucion de la capacidad antioxidante por DPPH, puede
deberse a la disminucibn de compuestos bioactivos como: vitaminas, fenoles,

carotenoides y en este caso capsaicinoides (Santander et al., 2017). Este
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comportamiento podria estar relacionado con los resultados obtenidos en la
concentracion de capsaicina (tabla 4), en donde se aprecia una disminucion en el dia
35.

Tabla 5. Contenido fendlico y actividad antioxidante en oleorresina de chile habanero
durante su almacenamiento.

Almacenamiento CFT ABTS DPPH
(dias) mg EAG/mL OCH  pmol ET/mL OCHA  umolET/mL OCH
0 29.13 £+ 0.612 7.78 £0.032 11.30%1.732
15 28.31 = 0.172 6.08 £ 0.07¢ 11.1940.512
35 28.31 = 0.172 6.08 £ 0.07¢ 10.1840.67°
45 25.46 + 0.92° 7.40 £ 0.01°b 7.4911.28¢

ac | etras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre los dias de
almacenamiento. T miligramos equivalentes de acido galico por mililitro de oleorresina de
chile habanero (OCH) ABTS. PPPHmicromoles equivalentes de trolox por mililitro de oleorresina

de chile habanero.

6.3 Andlisis quimico proximal y microbiologico en g uesos adicionados

con oleorresina de chile habanero

Posterior al andlisis de la oleorresina del chile habanero analizada anteriormente, fue
adicionada a quesos frescos (panela y Oaxaca) en diferentes concentraciones,
posteriormente se realizaron pruebas con la finalidad de caracterizar a las muestras
adicionadas y compararlas con un control. Estos resultados se observan a

continuacion.
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6.3.1 Analisis quimico proximal de quesos adicionad 0s con oleorresina

de chile habanero.

El analisis quimico proximal es empleado con la finalidad de describir los alimentos y
dar a conocer los componentes quimicos que son mayoritarios en las diferentes
matrices alimentarias (Matissek et al. 1998). En la tabla 6 se muestra la composicion
guimica proximal de las muestras de queso panela y Oaxaca adicionados con
oleorresina de chile habanero. En primer lugar se encuentra el porcentaje de
humedad donde las muestras de Oaxaca C2 y C3 tienen valores menores
significativamente respecto al resto de las muestras excepto por las muestras de
Oaxaca CO y C1, en cuanto a proteina el queso C2 Oaxaca mostr6 el valor mas alto
(p<0.05) salvo por CO, C1 y C3 de queso Oaxaca. En el porcentaje de grasa, los
quesos Oaxaca obtuvieron los valores mas altos (p<0.05), mientras que, en

carbohidratos y cenizas, todas las muestras presentaron valores similares (p>0.05).

Diaz-Galindo et al. (2017), analizaron muestras de queso fresco comercializado en
mercados de Toluca, los cuales fueron elaborados a partir de leche bronca, los
guesos en promedio tuvieron un porcentaje de humedad de 49.5%, de grasa 19.7%,
de proteina 20.5% y cenizas de 3.3%, comparados con las muestras de la presente
investigacion, estos mostraron un porcentaje mayor de proteina, menor de grasa y
fueron similares en humedad y cenizas. Ramirez-Lopez et al. (2012), encontraron
porcentajes de humedad de 53.2 - 49.3%, cenizas de 2.7 - 3.7%, grasa de 18.8 —
20.6% y proteina de 20.5 - 22.4% en queso panela y Oaxaca respectivamente, estos
valores fueron similares a los realizados en el presente trabajo en ceniza y humedad,
menores en grasa y mayores en proteina. Las diferencias en estos parametros
dependen de la calidad y composiciéon de la materia prima, la leche, e incluso la
composicion del producto final, puede cambiar debido al proceso por el cual el queso
fue elaborado ya que por las condiciones de elaboracion como el pH, temperatura y
maduracién puede influir en su composicion, y también, los aditivos que se emplean

en su preparacion (Sanchez et al., 2012; Manjarrez et al., 2012).
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Tabla 6. Composicion quimica proximal de quesos fre  scos adicionados con oleorresina de chile habanero
Panela Oaxaca

Porcentaje (%) Co C1l c2 C3 Co C1 c2 C3
Humedad 51.93+0.30%° 52.18+0.98% 52.24+0.36%° 52.33#0.57% 50.40+0.73%° 50.18+0.66°° 48.67+0.80°  49.71+1.20°
Proteina 37.51+0.67%  36.07+0.45° 37.39+1.64°° 37.28+1.05%° 38.63+0.922°¢ 39.39+0.25%°  40.55+1.09%  39.29+1.49%
Grasa 4.87+0.30° 4.50+0.24° 4.63+0.35° 4.60+0.31° 6.52+0.172 5.84+0.522 6.58+0.132 6.25+0.422
Carbohidratos * 1.36+0.582 2.63+1.10% 1.67+1.42 1.24+0.902 0.61+0.302 0.750.722 0.83+0.122 0.83+1.022
Ceniza 4.32+0.102 4.61+0.252 4.05+0.062 4.54+0.232 3.83+0.172 3.83+0.692 3.85+0.302 3.9+0.142

a¢ | as letras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre muestras. * Los carbohidratos se calcularon como

la diferencia de los valores de humedad, proteinas, grasa y ceniza.
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Es importante mencionar que en esta investigacion se utilizé una leche comercial de
marca Santa Clara entera pasteurizada, y debido a esto, su composicion se
encuentra estandarizada, a diferencia de la leche bronca que puede tener

variabilidad en componentes quimicos mayoritarios (grasa y proteinas)

6.3.2 Coliformes totales

Existen algunas enfermedades que pueden ser transmitidas por alimentos, las cuales
en su mayoria son de origen bacteriano, generalmente se cuantifican
microorganismos indicadores que determinen la inocuidad en los alimentos, entre los
gue se encuentran los coliformes totales (Félix-Fuentes et al., 2005). En la figura 10,
se muestra el recuento de estos microorganismos, el C2 de panela, C2 y C3 de
Oaxaca fueron son aquellas que arrojaron los valores menores significativamente
(3.42 logUFCl/g; 3.36 log UFC/g; 3.44 log UFC/g, respectivamente), en comparacion
al resto de las muestras. El queso panela C2 disminuy6 0.6 log UFC/g con respeto a
la muestra control, mientras que los quesos Oaxaca adicionados, en promedio

bajaron 0.30 log UFC/g en relacion al control.

No existe una norma que establezca los valores de recuento de coliformes totales
para quesos, sin embargo, en algunos estudios (Palacios-Vargas en 2006; Gonzalez-
Montiel y Franco-Fernandez, 2015) toman en cuenta la NOM-243-SSA1-2010
correspondiente a productos derivados lacteos, leches y quesos de suero, en donde
el limite maximo permitido es < 100 log UFC/g, de acuerdo a esto, todas las

muestras cumplieron con lo establecido en esta norma.

Los valores obtenidos en esta investigacion, fueron menores comparados con un
gueso panela (6.35 log UFC/g) y de Oaxaca (4.08 log UFC/g) elaborados en el
estado de Hidalgo (Palacios-Vargas, 2006) y otro fresco de aro comercializado en la
Cafada Oaxaquefia (6.44 log UFC/g) (Gonzalez-Montiel y Franco-Fernandez, 2015).
En otra investigacion en queso fresco procedente de Hermosillo, Sonora, elaborado a

partir de leche cruda y pasteurizada, observaron que estos microorganismos tuvieron
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menores valores significativamente, en aquellas muestras que fueron elaboradas con
leche pasteurizada (4.78 — 4.42 log UFC/g) (Reyne et al., 2008), comportamiento
similar a los quesos control del presente trabajo. La diferencia entre quesos
elaborados a partir de leche bronca y pasteurizada, se atribuyen a la procedencia de
la materia prima, considerando que el tratamiento térmico reduce la cantidad de
coliformes totales en la leche, teniendo un efecto benéfico en los quesos, ya que la
presencia de estas bacterias contribuye al desarrollo de aromas y sabores

indeseables (Menendez et al., 2001).

Por otra parte, Escobar-Lépez et al., (2017), analizaron muestras de queso botanero
control, uno adicionado con chile chipotle enlatado, y otro adicionado con epazote y
chile cuaresmefio, muestran una disminucion en los adicionados comparados con el
control, y sugieren que es causado por la diferencia de pH, ya que el queso botanero
control tiene valores de pH mas altos (4.9) en contraste con los quesos adicionados
(4.3 y 4.5 respectivamente), lo que favorece el crecimiento de estos

microorganismos.

No obstante, en relacién a este estudio, las muestras en esta investigacion tuvieron
un pH de 5.3-6.8, y se presentd el mismo comportamiento de reduccion en los
guesos adicionados con oleorresina de chile habanero. Esto se podria atribuir al
efecto antimicrobiano que podrian tener las oleorresinas de chile, ya que en un
estudio se encontré que los extractos etandlicos de chile habanero, ejercen un efecto
inhibitorio contra microorganismos como Escherichia coli, debido a los componentes
especificos como el péptido hallado en las semillas (G10P1.7.57) y los

capsaicinoides (Ceron-Carrillo et al., 2014).
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Figura 9. Presencia de Coliformes totales en muestras de queso panela y Oaxaca 24
Letras superindices diferentes arriba de las barras indican diferencias significativas
(p<0.05) entre las muestras. (COp) concentracién 0 panela, (C1lp) Concentracion 1
panela, (C2p) Concentracién 2 panela, (C3p) Concentracion 3 panela, (C0o0)
concentracion 0 Oaxaca, (Clo) Concentracién 1 Oaxaca, (C20) Concentracion 2
Oaxaca, (C30) Concentracion 3 Oaxaca.
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6.3.3 Bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas (BAL) se han estudiado ampliamente por su importancia
como microorganismos benéficos para la salud, por su actividad de mejora en el
tracto gastrointestinal e incluso evitan el crecimiento de algunos microorganismos
patégenos (Del campo et al., 2008). El recuento de BAL, esta representado en la
figura 11, todas las muestras de queso Oaxaca arrojaron valores menores con
respecto a los quesos panela, estos mostraron valores similares (4.68 - 4.71 Log
UFC/g) (p>.05). Los bajos valores en los quesos Oaxaca es debido al proceso de

acidificacion directa de la leche empleado en la elaboracién de este queso.

Gonzalez-Montiel y Franco Fernandez (2015), reportan 7.47 log UFC/g en queso
fresco de aro, mientras en quesos producidos en Hidalgo en promedio 5.65 log
UFC/g para quesos panela y 6.52 log UFC/g para quesos Oaxaca (Palacios-Vargas,
2006). En general, las muestras del presente trabajo mostraron menores valores
comparados con los estudios antes mencionados. Esto puede ser atribuido a que la
leche que fue utilizada para su elaboracion fue pasteurizada, y la disminucion de
estas bacterias se debe a que muchos de los microorganismos de este grupo, no
resisten el proceso térmico y esto afecta directamente la concentracion final de las

BAL en los quesos (Salmerdn et al., 2002).

Ademas, es importante remarcar que en la industria de los quesos, cuando son
elaborados a partir de leche pasteurizada se emplean cultivos lacticos iniciadores,
gue son inoculados con la finalidad de lograr una elevada calidad sensorial (Villegas
de Gante, 2004), y en el proceso de las muestras en este trabajo no se afiadié algun
tipo de cultivo iniciador, lo que se relaciona con los niveles bajos en este grupo de
bacterias. Por otro lado, Ceron-Carrilo et al. (2014) mostraron que extractos
etanolicos de chile habanero maduro inhiben el crecimiento de Lactobacillus casei, y
lo atribuyen al acido ascorbico y compuestos fendlicos, que afectan de manera

importante la sintesis de proteinas de las células (Brul y Coote, 1999), asi como a la
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naturaleza del Lactobacillus casei, que es una bacteria gram positiva, la cual tiene
mayor sensibilidad a los compuestos no polares, caracteristicos de estos extractos
del chile habanero (Davinson, 1993), por lo que los recuentos se pudieron ver
afectados por esta causa. Sin embargo, se recomienda para trabajos futuros, realizar
pruebas que comprueben si la OCH afecta o no a las colonias de las BAL, aunado a
esto, seria importante cuantificar las BAL en la leche pasteurizada con la que se

realizaran los quesos, para observar la diferencia.

5 a a a a
a5 | [ ° :
b
4 A I c d
35 - € =
3
g
5 25 -
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Quesos (concentraciones oleorresina de chile habanero)

Figura 10. Presencia de las BAL en muestras de queso panela y Oaxaca. ¢ Las
letras superindices diferentes arriba de las barras indican diferencias significativas
(p<0.05) entre las muestras. (COp) concentracion 0 panela, (C1lp) Concentracion 1
panela, (C2p) Concentracion 2 panela, (C3p) Concentracion 3 panela, (C00)
concentracion 0 Oaxaca, (Clo) Concentracion 1 Oaxaca, (C20) Concentracion 2
Oaxaca, (C30) Concentracion 3 Oaxaca.

6.3.4 Levaduras

Las levaduras producen el deterioro en quesos, causando sabor mohoso,
transformaciones en la textura, cambios en el color e hinchazén en los quesos,

debido a la elevada formacion de gas (Castro-Castillo et al., 2013). En la prueba
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microbiologica para levaduras de este estudio, no se detectd la presencia de estos
microorganismos, en todas las muestras, incluyendo el queso control, lo que resulta
beneficioso para el producto y el consumidor. A diferencia de otros estudios,
Gonzalez-Montiel y Franco Fernandez, (2015), encontraron en queso fresco de aro
un promedio de 4.21 log UFC/g, y en quesos panela y Oaxaca comercializados en el

valle de Tulancingo rangos de 3.6-5.5 log UFC/g (Palacios-Vargas, 2006).

6.4 Evaluacion sensorial de quesos

6.4.1Evaluacion sensorial de los quesos frescos adi  cionados con

oleorresina de chile habanero.

El analisis sensorial es un método empleado para evaluar la aceptacion de los
alimentos, y es muy importante ya que le permite al encargado de produccion y
estandarizacion de procesos, realizar cambios pertinentes para hacer al alimento
competitivo en el mercado (Hernandez, 2005). En la figura 11 se muestran los
resultados de la evaluacion sensorial de los quesos frescos control y los adicionados
con OCH. En todos los quesos, de acuerdo a los atributos evaluados, la apariencia y
el color fueron las dos caracteristicas que obtuvieron puntuaciones mas altas,
mientras, que el aroma, fue el atributo con menor puntuaciéon. En general las
muestras de queso panela tuvieron una mejor calificacion en comparacion con los
guesos Oaxaca. La muestra C3 de queso panela presenté los mayores valores en
todos los parametros, excepto por sabor, donde el C2 de queso Oaxaca, mostré el
puntaje mas alto. En la figura 12, se muestran los resultados de la evaluacion de
pungencia, donde se aprecia que la muestra C1 de queso panela fue la que obtuvo el
mayor puntaje (2.8), seguida de C3 de Oaxaca (2.32), ubicando a ambos quesos
como ligeramente picante, cabe resaltar que la C3 de Oaxaca, fue la que contenia la
menor concentracion de CAP, esta percepcion obtenida en el queso podria estar
relacionado con la concentracién de la salmuera, ya que la que tenia la mayor

concentracion de CAP no tuvo una buena disolucion de la OCH obteniendo una
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precipitacion en el fondo, por lo que la absorcion de CAP fue menor, un
comportamiento parecido se reportd en un queso Ragusano realizado en lItalia, en
donde observaron una precipitacion cuando la concentracion de sal aument6 en sus
salmueras, no permitiendo su absorcion en la matriz del queso (Melilli et al., 2003).
Los quesos contenian 420 uS, 840 uS y 1260 uS (C1, C2 y C3 respectivamente) que
al compararlos con la escala scoville son menos pungentes que el chile jalapefio
(Restrepo, 2006)

APARIENCIA

——Cop
SABOR p—
—C2p

—C3p

Clho

Clo
C2o0
-C30

TD(TURA AROMA

Figura 11. Evaluacion sensorial de quesos frescos adicionados con oleorresina de
chile habanero. (COp) concentracion 0 panela, (C1p) Concentracion 1 panela, (C2p)
Concentracion 2 panela, (C3p) Concentracion 3 panela, (C0o) concentracion 0
Oaxaca, (Clo) Concentraciéon 1 Oaxaca, (C20) Concentracion 2 Oaxaca,(C30)
Concentracion 3 Oaxaca
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Figura 12. Pungencia de quesos frescos adicionados con oleorresina de chile
habanero. (COP) concentracion 0 panela, (COp) concentracion 0 panela, (Clp)
Concentracion 1 panela, (C2p) Concentracion 2 panela, (C3p) Concentracion 3
panela, (C0o0) concentracion 0 Oaxaca, (Clo) Concentracion 1 Oaxaca, (C20)
Concentracion 2 Oaxaca,(C30) Concentracion 3 Oaxaca.

6.4.2 Frecuencia de consumo de chile.

Ademas de la evaluacion sensorial, también se aplico un cuestionario de frecuencia
de consumo de chile, con la finalidad de conocer la aceptacion que podria llegar a
tener el queso con el sabor pungente caracteristico de los capsaicinoides en el
mercado. En general el consumo de chile es frecuente como se puede apreciar en la
tabla 7, ya que el 82% de la poblacion evaluada respondié que lo consumen de 1 a 3
veces al dia, el 38% consideran que ingieren una cantidad moderada de chile;
aunado a esto, la poblacion contestd mayoritariamente que consumen mas de dos
cucharaditas de chile (42%), lo hacen fuera de casa (40%), optan por chile de
procedencia comercial (64%) y prefieren el chile moderadamente picante (42%).
Estos resultados coinciden con los obtenidos con la evaluacion de la pungencia, ya

gue, debido al frecuente consumo de chile, la concentracion mas alta de CAP en los
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quesos fue considerada como ligeramente picante. En un estudio realizado por Angel
y Fajardo (2005) con el mismo cuestionario aplicado en poblacion colombiana,
obtuvieron como resultados que la poblacién prefiere una preparacion casera y
moderadamente picante. Las caracteristicas de los potenciales consumidores antes
descritas, sugieren que los productos con nota pungente, son bien aceptados y
competitivos en el mercado, considerando que el producto también tendra un valor
agregado como el control de la dosis con la que se han reportado efectos benéficos
como la oxidacion de grasas en un balance energético negativo, sin aumentar la
presion sanguinea en pacientes con obesidad (Janssens et al., 2013).

Tabla 7. Frecuencia de consumo de chile en poblacion evaluada

PREGUNTA/OPCIONES N° %

¢,Cuantas veces consume chile?
1-3 veces en el dia 41 82

4-6 veces en el dia 9 18

¢,Como considera la cantidad de chile que consume?

Poca 16 32
Moderada 19 38
Bastante 15 30

Describa la cantidad de chile que consume:

Gotas 14 28
1 cucharadita 8 16
2 cucharaditas 7 14
Més de dos cucharaditas 21 42

¢,Dénde consume el chile que usted come?

Restaurante 11 22
Cafeteria 10 20
Casa 9 18
Otra 20 40
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6.5 Contenido fendlico total y actividad antioxidan te en quesos

6.5.1 Contenido fendlico total en queso frescos adi  cionados con

oleorresina de chile habanero durante su almacenami ento.

Para el analisis del CFT se obtuvieron dos extracciones, etanolica y acuosa (Tabla
8), con la finalidad de evaluar los fenoles contenidos en la oleorresina de chile
habanero, asi como los fenoles en los péptidos del queso. Comparando las muestras
por dia de almacenamiento en la extraccion acuosa, en el dia 1 todos los quesos
Oaxaca no tuvieron diferencias significativas entre ellos, presentando valores entre
153.2-161.05 mgEAG/100g, y fueron mayores (p<0.05) en comparacion con los
panela, mientras que en el dia 7, los quesos Oaxaca adicionados con oleorresina de
chile habanero, mostraron alto contenido de fenoles respecto al resto de las
muestras, y en el ultimo dia de almacenamiento, las muestras de Oaxaca C2 y C3,

fueron los més altos (p<0.05).

En cuanto a la extraccién etandlica, en el dia 1 las muestras C2 de Oaxaca y C3 de
panela tuvieron los valores significativamente mayores, excepto por el queso C1 de
panela, mientras que para el dia 7 y 15, la muestra C2 de panela arrojo los valores
mas altos (p<0.05). Se puede apreciar que la muestra control de Oaxaca, en el dia 1,
presento valores ligeramente mayores a los adicionados con la oleorresina de chile
habanero, excepto por C2. Esto podria estar relacionado al mayor contenido de BAL
gue mostré la muestra control como se ilustra en la figura 11 ya que se ha
demostrado que las BAL en el queso pueden provocar la liberacion de compuestos
fendlicos de la red proteica del queso (Ha y Lindsay, 1991; Singh et al. 1997), por
otro lado, el ligero incremento en los quesos adicionados con la oleorresina, como se
menciond anteriormente a la CAP se le confiere actividad antimicrobiana. En queso
yemeni, reportaron concentraciones iniciales de 20.97 - 59.86 mgEAG/100g, en una

extraccion acuosa (Shaiban et al., 2006) muy similares a los obtenidos en queso
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panela en la presente investigacion en el dia 1. Mientras que Hala et al., (2010) en
gueso bajo en grasa adicionado con extracto de romero, mostrando concentraciones
de 200 - 229 mg EAG/100g en extracciones acuosas cercanos a las arrojadas por el
gueso Oaxaca, en el dia 1. Resultados diferentes fueron encontrados en un estudio
realizado por Gongalves et al.,, (2017), donde realizaron extraccion acuosa y
extraccidon metanodlica en quesos adicionados con frutos rojos, informaron valores
mayores en las extracciones metanolicas, e indican que la eficacia de la extraccion
depende de la afinidad de sus componentes con el disolvente. En el presente
proyecto se puede observar que los componentes en los quesos adicionados con
oleorresina de chile habanero fueron mas afines en la extraccion acuosa.

Durante el almacenamiento, comparando la misma muestra a través de sus dias, en
la extraccibn acuosa los quesos panela adicionados fueron aumentando
significativamente durante sus dias de almacenamiento, y las muestras de queso
Oaxaca adicionados se caracterizaron por mantener sus valores estables los dias 1 y

7 de almacenamiento (p>0.05) y significativamente mayores al dia 15.

Por otro lado, para la extraccion etanodlica todas las muestras presentaron una
disminucion en el dia 15, excepto por el CO de panelay C1 de Oaxaca. Rashidinejad
et al. (2015) estudiaron quesos adicionados con catequina, mostraron durante el
almacenamiento resultados muy similares a esta investigacion. La disminucion del
CFT en el almacenamiento de los quesos, se atribuye a la actividad enzimatica y
guimica, donde se puede provocar oxidacion de los compuestos fendlicos y que tiene

lugar durante el almacenamiento de los alimentos (Poncet-Legrandet al., 2006).
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Tabla 8. Contenido de fenoles totales en quesos frescos adicionados con oleorresina de chile habanero durante su almacenamiento.

Dia

Muestras

Panela

Oaxaca

Co

C1

Cc2

C3

Co

C1

Cc2

C3

CFT
Agua

15

23.05+0.14%
40.76+1.92%

36.07+0.78%*

42.76+1.61%
51.29+1.42"2

63.21+0.55%

26.85+0.50%*
43.21+0.65%

52.60+0.51%

25.54+1.52¢
51.29+1.42V2

67.70+2.76%

157.13+1.74%
128.27+2.43%

94.03+0.35%"

158.19+3.02%
159.21+7.93%

94.35+2.09

161.0545.03*
159.9146.26%

126.72+8.39"

153.6244.30%
164.89+7.97%

125.17+1.03"

CFT

Etanol

15

24.93+1.00%
23.66+0.87"2

26.03+£0.19%

29.46+0.5%"W
47.01+2.23%

39.95+1.07"

26.76+1.10%*
59.46+1.412

51.09+1.77"

30.03+0.38¢
54.72+1.28%

45.25+1.145%

22.28 +0.32%
36.44 +0.92%

22.71 +0.43%

27.42+0.56""
32.11+0.513%

33.74+3.33%

31.34 £1.39%
44.19+0.862"

35.5+0.14"

26.07+0.44%
43.09+0.642"

35.25+0.01"

Las letras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05):

&€ en una misma muestra durante los dias de almacenamiento; v

entre las muestras por dia. CFT: contenido de fenoles totales. Los resultados se presentan en miligramos equivalentes de acido gélico por cada

100 g.
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6.5.2 Actividad antioxidante medida por ABTS en que  sos frescos

adicionados con oleorresina de chile habanero

Los resultados de ABTS se observan en la tabla 9, comparando todas las muestras
por cada dia de almacenamiento en relacion a la extraccion acuosa, en el dia 1 y 15,
la muestra CO de Oaxaca fue la que tuvo el valor mas alto significativamente con
respecto al resto de las muestras, sin embargo, para el dia 7, la muestras CO y C3 de
Oaxaca arrojaron los valores mayores (p<0.05). Por otra parte, en la extraccion
etanodlica, en el dia 1, la muestra CO y C1 de panela presentaron los valores
significativamente mayores en comparacion con el resto de las muestras, mientras
gue el dia 7 y 15 el C3 de panela tuvieron cantidades méas altas (p<0.05) al

relacionarlo con el resto de las muestras.

En un estudio se analizé un queso tipo Oaxaca adicionado con un microencapsulado
de xoconostle, realizaron una extraccion acuosa en la cual muestran valores de 15 -
29 mg ET/100g queso (Cenobio-Galindo et al., 2017), parecidos a los encontrados en

esta investigacion en los quesos panela.

Durante el almacenamiento, analizando cada muestra a través de sus dias de
almacenamiento, en la extraccion acuosa todas las muestras de queso panela y
Oaxaca CO se comportaron de la misma forma, observandose un aumento
significativo para el dia 15 de almacenamiento, por el contrario, las muestras de
qgueso Oaxaca adicionadas, obtuvieron valores mayores significativamente en el dia
1 respecto al resto de sus dias de almacenamiento. En los extractos etandlicos, el C2
y C3 de panela y el CO y C2 de Oaxaca aumentaron significativamente para el dia 7,
por otro lado las muestras de Oaxaca C1 y C3 no presentaron cambios en durante su

almacenamiento.
Se han encontrado que en estudios durante el almacenamiento en quesos crema de

Chiapas (Aguilar, 2014), queso Cerrillano (Meira et al., 2012), y Cheddar (Gupta et

al., 2009), se ve incrementada la actividad antioxidante medida por ABTS, este
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fendbmeno puede ser atribuido a la formacion de péptidos y aminoacidos
antioxidantes en los quesos durante su periodo de almacenamiento, provocados por
hidrdlisis de proteinasas y peptidasas bacterianas o propias de la matriz alimentaria
(Gupta et al., 2009; Aguilar, 2014), como se observo en algunas de las muestras del

presente trabajo.

Ademas, en quesos adicionados con microencapsulado de xoconostle, observaron
disminucion en su actividad antioxidante con el paso del tiempo (Cenobio-Galindo et
al., 2017), en contraste con las muestras de este estudio que se mantuvieron, e
incluso, mejoraron su actividad antioxidante, por lo que se podria decir que ademas
de la formacion de péptidos antes mencionados, también la oleorresina de chile

habanero pudo contribuir a este comportamiento.
Por dltimo comparando las dos extracciones, las extracciones acuosas obtuvieron

valores mayores, es decir, que para medir actividad antioxidante por ABTS, resulta

ser mas efectiva la extraccién acuosa en estas muestras.
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Tabla 9. Capacidad antioxidante por ABTS en quesos adicionados con oleorresina de chile habanero durante su

almacenamiento.

Muestras

Panela

Oaxaca

Dia (0]

C1

Cc2

C3

Co

Ci

Cc2

C3

1 8.96x0.17%

14.29+0.8%
16.11+0.18

19.85+0.48%

6.51+0.31%
19.58+0.12°"

27.27+0.143V

9.02+0.21%
15.36+0.20"

17.51+0.07%

45.56 + 0.22"
39.05 £ 0.29¢

47.25 £ 0.09%

40.16+0.142"
37.16+0.28%

38.29+ 0.10

41.27+0.032"
36.12+0.46"

35.16+0.65%

40.22 +0.742"
39.07 £ 0.17*

34.80 + 0.50%

ABTS

7 7.4940.27¢
Agua

15 11.20+0.68%

1 23.60+0.6
ABTS

7  16.02+0.34bxw
Etanol

15 14.25+1.31%

25.58 + 1.4

19.54+0.25W

17.40+0.22%¥

16.07+0.41°W
21.96+0.38%

9.09+1.06%

17.58+0.31%
29.72 + 0.5

22.33+0.17"

11.78 +0.28>w

15.00 + .313%

7.55 £ 0.05%%

9.89 + 0.6%*

9.49 +1.34%%

8.02 +1.17%

8.14 + 0.6

14.71 £ 0.57%

7.00 + 0.14b%

5.58 +1.71%*

5.47 +0.14*

578 £0.77%*

Las letras superindices indican diferencias significativas (p<0.05): ¢ en una misma concentracién durante los dias de almacenamiento; *Z entre

las concentraciones durante un mismo dia. ABTS: prueba de capacidad antioxidante por ABTS. Los resultados se presentan en microgramos

equivalentes de trolox por cada 100 g de queso.

Mariel Guadalupe Valencia Cordova

69



N =

O© 0O N O Ul H» W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Resultados y discusion

6.5.3 Capacidad antioxidante por DPPH en quesos adi  cionados con

oleorresina de chile habanero

La tabla 10 muestra los resultados obtenidos de la actividad antioxidante por DPPH
en las extracciones acuosa y etanolica de los quesos control y adicionados.
Comparando todas las muestras por dia de almacenamiento, en el dia 1y 7, en la
extraccion etandlica, no se encontraron diferencias entre todas las muestra, mientras
gue en el dia 15 todas las muestras fueron similares e excepcion de CO de panela
gue fue mayor (p<0.05). Para la extraccion acuosa, en el dia 1 y 7 todas las muestras
de panela y C3 de Oaxaca fueron mayores significativamente y sin diferencias entre
ellas, para el dia 15, en panela Cl, C2 y C3 no se observaron diferencias
significativas entre ellos y fueron mayores (p<0.05), excepto por Panela COy CO, C1

de Oaxaca.

Es importante resaltar que dentro de las mediciones para actividad antioxidante, esta
fue la que arroj6 valores mas altos. Durante el almacenamiento en la extraccion
acuosa, la mayoria de las muestras se comportaron de manera distinta, Oaxaca C2,
fue la Unica muestra que permanecio sin cambios, el CO de panela y el C3 de
Oaxaca disminuyeron su actividad antioxidante al dia 15, y el resto de las muestras

tuvo un aumento en este dia.

Por otro lado, en la extraccion etanodlica la mayoria de los quesos adicionados
mantuvieron su actividad antioxidante sin cambios durante el almacenamiento
(Panela C1, C2, Oaxaca CO, C2 y C3), y el resto de las muestras (Panela C0O, C3 y
Oaxaca C1) presentaron valores mayores significativamente en el dia 1 durante su
almacenamiento. Respecto a las muestras que aumentaron su concentracion en el
almacenamiento Gupta et al., 2009 y Rashidinejad et al., (2013) reportan resultados
similares, mostrando un aumento en su capacidad antioxidante para el dia 15
durante el almacenamiento y lo relacionan directamente con la protedlisis de los

guesos, que da como resultado los aminoacidos responsables de este aumento.
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Mushtaq et al., (2015) estudiaron la actividad antioxidante de queso Kalari durante
su almacenamiento a temperaturas diferentes, ambiente, refrigeracion y congelacion,
no presentando cambios en la actividad antioxidante durante el almacenamiento en
las muestras almacenadas en refrigeracion, manifestando que las enzimas se
mantienen con menor actividad a temperaturas de refrigeracion, lo que podria

explicar la estabilidad de las muestra.
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antioxidante por DPPH en quesos adicionados con oleorresina de chile habanero durante su

Muestras

Panela

Oaxaca

Dia Cco

C1

c2

C3

Co

C1

c2

C3

1 1564.57+30.78%

DPPH 7 1346.43+29.73
Agua

15 1404.71+34.895%

1517.57+33.25%
1325.28+49.67%~

1446.00+22.53%

1415.14+32.00>
1527.43+14.62%*

1526.86+24.14%

1512.14+26.69%
1388.29+44.05

1482.14+23.63%*

923.57+28.13%
1013.57+29.6920%

1193.79+106.982*

887.43+67.53%
833.86+91.69b

1278.43+85.37*

966.43+287.64%

1178.86+30.14%

1001.72+210.08% 1602.00+127.81%

1621.57+83.08*

814.28+127.90

1 1639.72+26.082
DPPH

Etanol

7 1614.28+46.02°

15 1712.28+14.36%

1604.00+34.36%*

1626.71+30.05%

1599.86+14.51

1624.15 + 5.44%

1611.43+41.67%

1627.86x75.77%%

1602.43+21.24%
1532.14+11.24bx

1571.00+40.183

1639.72+26.08*

1614.28+46.02%

1570.72+11.52%

1656.14+15.62%* 1650.29+59.98%

1626.71+30.05%

1621.72+44.93%% 1628.00+37.772*

1616.86+7.04%

1634.43+50.30%

1624.43+27.45%

1629.29+34.692

Las letras superindices indican diferencias significativas (p<0.05):3€en una misma concentracion durante los dias de almacenamiento. 2 entre las

concentraciones durante un mismo dia. DPPH: Prueba de capacidad antioxidante por DPPH. Los resultados se presentan en microgramos

equivalentes de trolox por cada 100 g de queso.
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6.6 Calidad de quesos

6.6.1 pH y acidez titulable en quesos frescos adici  onados con oleorresina

de chile habanero durante su almacenamiento.

El pH en los alimentos en un predictor del sabor acido, y la acidez titulable mide la
concentracion total de acido en los alimentos (Sadler y Murphy, 2010). Los
resultados obtenidos de estos dos parametros estan representados en la tabla 11. El
rango de pH fue de 5.13 a 6.80, comparando todas las muestras por dia, los quesos
panelas no se observaron diferencias significativas entre ellos y se caracterizaron por
ser los mayores significativamente en relacion a los quesos Oaxaca en el dia 1. En
los dias 7 y 15, el control de panela (CO) tuvo los valores mas altos (p<0.05),

respecto al resto de las muestras, excepto por C2 y C3 de panela en el dia 15.

Para AT, los valores fueron de 0.02 a 0.1%, en el dia 1, panela C1 mostré los valores
menores (p<0.05), excepto por panela C2 y C3, caso contrario a pH, todas las
muestras de Oaxaca presentaron valores mayores (p<0.05) en este dia, mientras
gue en el dia 7, los quesos Oaxaca no se encuentran diferencias significativas entre
ellos, y fueron mayores (p<0.05) comparados con los quesos panela. Por ultimo en el
dia 15, C2 de Oaxaca mostro el valor superior (p<0.05), comparandolo con las
demas muestras, excepto por Oaxaca C0O, C1 y C3.Los valores de acidez titulable
bajos en los quesos Oaxaca, se esperaban ya que para el proceso de elaboracion de
este queso se acidifica la leche y por ende ocurren estos cambios. Ramirez-Lépez et
al., (2012), reportaron resultados similares en pH de 5.0 y 6.4, en quesos Oaxaca y
panela respectivamente en el dia 1, también analizaron un queso adicionado con
chile chipotle enlatado arrojaron valores de 4.5 en el dia 1 y 4.7 en el dia 7 de
almacenamiento y otro con chile cuaresmefo y epazote mostrando en el dia 1, 4.3y
para el dia 7, 4.5 (Escobar-Lopez et al., 2017), valores que fueron mas bajos en

relacion con las muestras de esta investigacion, las diferencias se deben a los
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componentes adicionados. Cabe resaltar que a pesar de la adicion de OCH a los
guesos en este estudio, los valores de pH en los quesos no se modificaron. Por otra
parte Romero-Castillo et al., (2009), reportaron porcentajes de acidez titulable (0.2 -
0.6%) en queso fresco comercializado en Chiapas parecidos a los realizados en este
estudio, las diferencias en este parametro son causadas por la variabilidad en la

materia prima de las muestras diferentes (Benedetti et al., 2005).

Al analizar el comportamiento en pH de cada muestra durante sus dias de
almacenamiento, en el queso panela CO, C3 y Oaxaca C2 y C3 mantuvieron sus
valores estables (p<0.05), en el dia 7 se observé una disminucion en panela C1y C2,
mientras que en el Oaxaca CO aumentd. Para AT los quesos Oaxaca CO, C2, C3y
panela C2, no mostraron cambios durante su almacenamiento, y en las muestras de
Oaxaca C1 y panela CO disminuyeron los valores a partir del dia 7. La estabilidad en
pH durante el almacenamiento en queso ya ha sido previamente analizada, ya que
en un estudio de queso mozzarella bajo en grasa, mencionan que la estabilidad de
las muestras se debe al nivel de calcio, ya que presenta capacidad amortiguadora
(Metzger et al., 2001), asi como también la estabilidad puede estar atribuida por la
temperatura de almacenamiento en refrigeracion, lo que causa un lento crecimiento
de los microorganismos presentes en el queso (Kindstedt et al., 1995). Con respecto
a la estabilidad de AT también se ha reportado que se atribuye a la temperatura de
refrigeracion, ya que estudios realizados por Benedetti et al., (2005) y Roy et al.,
(1997) observaron este comportamiento en queso maduro almacenado durante 20
dias y queso fresco durante 45 dias, respectivamente, ambos almacenados a 4°C.
Sin embargo la estabilidad de los quesos estudiados en el presente trabajo, también
se pudieran atribuir a la adicion de OCH, por lo que se sugiere que en futuros
proyectos se realicen pruebas que verifiquen si la OCH contribuye a la estabilidad de

estos parametros.
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2 Tabla 11. pHy acidez titulable en quesos frescos adicionados con oleorresina de
3 chile habanero durante su almacenamiento.

Resultados y discusion

Muestra Dia pH AT %
1 6.77+0.0% 0.06+0.02w
Panela Co 7 6.81+0.0% 0.03+0.01°
15 6.80+0.0 & 0.02+0.01b2
1 6.75+0.0% 0.03+0.01b2 '
Cl 7 6.49+0.0 0.02+0.01
15 6.49+0.0 0.06+0.012
1 6.72+0.0b 0.04£0.01% '
C2 7 6.67+0.00w 0.02+0.01
15 6.67+0.02w 0.04+0.01
1 6.68+0.0% 0.05+0.01%
C3 7 6.69+0.0a" 0.02+0.00%
15 6.69+0.02wW 0.03+0.00b2Y
1 5.13+0.1bY 0.08+0.013w
Oaxaca Co 7 5.40+0.0a 0.08+0.01
15 5.40+0.0a 0.08+0.01aw
1 5.27+0. 1% 0.10.01aw |
Cl 7 5.33+0.1% 0.10+0.012
15 5.17+0.1b2 0.07+0.010xw
1 5.20+0.12Y 0.10£0.01 '
C2 7 5.20+0.0 0.10+0.012
15 5.23+0.1 3 0.08+0.01aw
1 5.13+0.1% 0.08+0.012w '
C3 7 5.33+0.0% 0.08+0.012
15 5.30+0.232 0.07+0.018

4 Las letras superindices indican diferencias significativas (p<0.05). ¢ en una misma concentracion

5 durante los dias de almacenamiento, ¥Z entre las concentraciones durante un mismo dia. AT: Acidez

6 titulable
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6.6.2 Sinéresis.

La cantidad de agua que sale de la red proteica de los quesos, ya sea en el proceso
de elaboracién o por almacenamiento, se le llama sinéresis, la cual se ve aumentada
en los quesos frescos debido a su alto contenido de humedad (Pearse y Mackinlay,
1989) y este andlisis es un pardmetro de calidad en el almacenamiento de los
guesos. En la tabla 12 se pueden observar las pérdidas de peso en los quesos por la
sinéresis, comparando las muestras por dia de almacenamiento, en el dia 1, el queso
C3 panela tuvo una menor sinéresis significativamente respecto al resto de los
guesos, excepto por las muestras de panela C1y C2. En el dia 7, el CO, C2 y C3 de
panela, el CO y C3 de Oaxaca presentaron los valores menores (p<0.05), mientras
gue en el dia 15, el C1 de Oaxaca, arrojo los valores mas bajos, excepto por el C2 de

Oaxaca.

En este trabajo, estos valores estuvieron por debajo de lo reportado por Antezana,
(2015) en un queso fresco semigraso, obteniendo en el dia 7 el rango fue de 3-1% y
para el dia 14 4.7-12%. En otro estudio, al final de los 15 dias de almacenamiento,
obtuvieron 9.28-16.04% en un queso panela adicionado con estabilizantes (Ochoa-
Flores et al., 2013), valores altos con respecto a lo obtenido en el presente estudio.
Estos altos valores de sinéresis pueden ser atribuidos al alto contenido graso de los
guesos, ya que se ha observado que un bajo porcentaje, se generan quesos duros y
rigidos con menor sinéresis (Chacén y Pineda, 2009) y en los estudios mencionados
anteriormente los porcentajes de grasa se encontraron entre el 30 y 36%, mientras
gue en las presentes muestras el contenido graso fue menor (4.50-6.52%). Durante
el periodo de almacenamiento de cada muestra, todos los quesos tuvieron aumento
en la sinéresis conforme avanzaban los dias, mostrando una pérdida progresiva
mayor en el dia 15, excepto por C1 y C2 de Oaxaca. Ochoa-Flores et al., (2013) y
Kaitanli et al. (1994) encontraron resultados muy similares ya que observaron que a
medida que el tiempo avanza la cantidad de suero liberada es mayor, indicando que

su comportamiento es lineal.
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Tabla 12. Pérdida de peso por sinéresis en quesos adicionados con oleorresina de chile habanero.

Dia

Muestras

Panela

Oaxaca

C1 Cc2 C3 Co

C1 Cc2 C3

15

0.31+0.06
0.31+0.03%

0.60+0.062

0.2740.05»  0.26+0.02°»  0.17+0.03% | 0.47+0.02>
0.33+0.05>  0.38+0.07%  0.27+0.03% 0.34+0.02%

0.94+0.042w  1.1540.172¢  0.5040.042* | 0.65+0.03*w

0.4440.01%*  0.57+0.03®%"  0.4440.05
0.58+0.03*  0.53+0.042 0.34+0.01%

0.24+0.01°  0.4140.06*»  0.84+0.053W

6 Las letras superindices indican diferencias significativas (p<0.05). ¢ en una misma concentracion durante los dias de almacenamiento, " entre

7 las concentraciones durante un mismo dia: Los resultados se muestran en porcentaje.
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7. Conclusiones

La oleorresina de chile habanero presenta alto contenido de capsaicina (14.37
mg/g OCH) vy dihidrocapsaicina (10.49 mg/g OCH), durante su
almacenamiento ambos capsaicinoides son estables a 4°C hasta el dia 35, sin
embargo para el dia 45 CAP disminuye significativamente. El contenido
fendlico total en la oleorresina de chila habanero, se mantiene estable hasta el
dia 45, su actividad antioxidante por DPPH se mantiene estable hasta el dia

35, y para DPPH Unicamente hasta el dia 15.

Los quesos Oaxaca presentan los valores menores de humedad y los
mayores en proteina y grasa, mientras que en carbohidratos y cenizas no
existe diferencias significativas entre las muestras, respecto a la carga
microbiana inicial, las muestras de queso Oaxaca arrojan menores valores de
coliformes totales (3.36 — 3.44 Log UFC/g) por debajo de los limites
normativos, en lo que respecta a BAL, las muestras de queso panela tienen
los valores mas altos (4.68 - 4.71 Log UFC/q)

Durante la evaluacion sensorial, las muestras de queso panela reciben mejor
puntuaciéon comparadas con los quesos Oaxaca, de acuerdo a la frecuencia
de consumo, sugiere que los productos con nota pungente son bien aceptados

y competitivos en el mercado

El rango de pH en las muestras fue de 5.13 a 6.80, y de acidez titulable de
0.02 a 0.1% y en la mayoria se observa estabilidad, en los 15 dias que se
almaceno, en cuanto a la pérdida de peso por sinéresis se encuentra una
relacion lineal entre el tiempo y la pérdida de suero, sin embargo la pérdida es
baja, lo que ayuda a mantener el queso en buenas condiciones durante el

almacenamiento.
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Conclusion

Respecto al contenido fendlico total, la extraccidbn acuosa presenta los
mayores valores, aumentando en el almacenamiento en las muestras,
mientras que en la extraccion etanodlica disminuyen al paso del tiempo. En la
actividad antioxidante por ABTS, las muestras de panela aumentan su
actividad durante los dias de almacenamiento en ambas extracciones, por otro
lado algunos de los quesos Oaxaca se mantienen estables. Para la actividad
antioxidante por DPPH, las muestras se comportan de manera distinta en el
almacenamiento, predominando la estabilidad en la mayoria de las muestras

en la extraccion etandlica.

Por lo anterior la adicion de la oleorresina a los quesos frescos, sugiere ser
una buena opcion para el consumidor en general, ya que su contenido de
grasa es bajo y ademas tiene otros compuestos de interés como lo son los
compuestos fendlicos, asi como también podria ser una alternativa para

emplearlo como coadyuvante en el tratamiento de la obesidad.
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Recomendaciones

8. Recomendaciones

Para la continuacibn de este proyecto, es recomendable realizar una
adecuada seleccion de chile habanero, que incluya coloracién anaranjada

para asegurar que la cantidad de capsaicinoides sea elevada.

Desarrollar la técnica de extraccion para medir la cantidad de capsaicinoides
en los quesos por HPLC, ademas de realizar esta misma medicién en las
salmueras antes y después de la inmersion en el queso para verificar la

absorcion de capsaicinoides en los quesos.

Realizar analisis microbiolégico durante el almacenamiento de los quesos,

para ver la interaccion que tiene la adicion de la OCH en los microorganismos.

Evaluacién de la biodisponibilidad de la CAP.
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14. Anexos

Anexo 1. Curva patron de capsaicina para HPLC.
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Figura 13. Curva patron de capsaicina para HPLC

Anexo 2. Curva patrén de dihidrocapsaicina para HPL ~ C-
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Figura 14.Curva patron de dihidrocapsaicina para HPLC.
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Anexos

Anexo 3. Curva patron para determinacion de Conteni  do fendlico total.

Figura 15. Curva patron contenido fendlico total.

Anexo 4. Curva patrén para prueba de DPPH
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Figura 16. Curva patron para prueba de DPPH
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Anexo 5. Curva patrén para prueba de ABTS
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Figura 17. Curva patron para prueba de ABTS
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Anexos

Anexo 6. Hoja de evaluacion sensorial

= P © Universidad Auténoma Del Estado De Hidalgo
' Instituto de Ciencias de la Salud
Area Académica de Nutricidn
- ¥ ™ Hoja de Evaluacion Sensorial de Queso Qaxaca.

Numero de mueastras: 4 i
Fecha: Sexo: Edad:

Instrucciones: Marca con una X la evaluacion que merece cada muestra analizada en cada
una de sus caracteristicas

1. Me disqusta mucho 2 No me gusta
3. No me gusta ni me disgusta 4. Me gusta
5. Me gusta mucho
COP C1P
Caracteristica | 1 Fs 3 4 3 Caractenstica | 1 2 3 4 u
Apanenca Apanenca
Color Color
Aroma Aroma
Textura Texiura
Sabor Sabor
C2P C3P
Caracterisiica | 1 | 2 | 3 [ 4| & Caracleristea | 1 | 2 | 3 [ 4 | &
Aparnencia Aparsncia
Color Color
Aroma Aroma
Textura Teaxtura
Sabor Sabor
Pungencia.

Instruccionss: Marca con una X |a opcion gue creas mas adecuada para cada muestra

Muestra | Muy suave | Ligeramente | Moderadamenie | Bagtante | Muy picante
plcante pleante picanie

CoP

CiP

2P

CiP

éCull fue tu muestra ravoras
Comentarios v observaciones;
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Anexo 7. Frecuencia de consumo de chile

' N B . Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
e Instituto de Ciencias de la Salud
B Area Académica de Nutricién

Frecuencia de consumo de Chile

1.- ;jConsume Chile? SI[ ) NO{ )

2.- ;Cuantas veces consume chile?

En el dia

En la semana

En el mes

3.- ;Como considera la cantidad de chile que consume?
Poca( )

Moderada ( )

Bastante [ )

Muy abundante ( )

4.-Describa la cantidad de chile que consume cada vez que lo hace
a. Gotas ( ) cuantas

b- ¥ cucharadita ( )

c. 1 cucharadita [ )

d. 2 cucharaditas [ )

e. mais de 2 cucharaditas ( ) Cuantas

5.- (Dénde consume el chile?

a. Restaurante [ )

b. Cafeteria [ )

c.Casa( )

e.Otra( )

6.- ;De donde procede el chile que usted consume?
a. Preparacion Comercial [ )

b. Preparacion Casera [ )

7.- El chile que usted consume es:

a. Suave [ )

b. Moderadamente picante [ )

c. Muy picante [ )
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