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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar la composicion bromatoldgica y las caracteristicas
sensoriales, del queso tipo Manchego elaborado con leche de oveja Pelibuey y
curcumina®“hanoemulsionada. Se prepararon nanoemulsiones de curcumina por
ultrasonicaciénsy.se evalu6 su actividad antimicrobiana sobre el cultivo lactico a utilizar
en la elaboracion ‘del queso. Se elaboraron quesos tipo manchego con curcumina
nanoemulsionada (6, 76 y 10 ppm) y se determiné a diferentes tiempos de maduracion
(0, 20, 40, 60 y 80 dias) su composicion bromatolégica; perfil de acidos grasos por
cromatografia de gases,previa extraccion de los lipidos con cloroformo: metanol;
capacidad antioxidante por.los métodos de DPPH y FRAP, y el contenido de fenoles
por el método de Folin Ciocatteu; el grado de protedlisis mediante la determinacién del
contenido de nitrégeno soluble .en agua, en citrato de sodio (pH 4.6), en acido
tricloroacético y en acido fosfotungstico; asi como el analisis del color utilizando el
espacio de color CIE, de coordenadas L* a* b*. Las caracteristicas sensoriales fueron
evaluadas a los 60 dias de maduracion, a\través de una prueba de nivel de agrado, con
una escala hedonica de nueve puntos. Se observaron diferencias estadisticas en la
humedad de los quesos, que disminuyéron ‘conyel tiempo, o que corresponde a un
aumento en los sélidos totales. Acidos grasos: palmitico, oleico, estedrico y miristico
fueron los mas abundantes en todos los-quesos. Tanto los acidos grasos de cadena
corta como los de cadena larga mostraron una tendencia descendente a lo largo de la
maduracién. La capacidad antioxidante, el contenido desfenoles totales y la protedlisis
aumentaron en todos los tratamientos durante la maduracion. Los quesos mostraron
una lipdlisis progresiva hasta el dia 40, a partir de ahi hubo una’ligera disminucion. Los
parametros evaluados en el color indicaron quesos verde-amarillos y menos luminosos.
A los 60 dias de maduracion no se observaron diferencias “Significativas entre
tratamientos con respecto a sus caracteristicas fisico-quimicas, pero si-enscontenido de
nitrdgeno soluble y acidos grasos libres, perfil lipidico y color. De acterdo con los
consumidores, la adicibn de curcumina nanoemulsionada al queso tipo; manchego

modificd su color, olor y apariencia y textura, pero no su aceptacion global.

Palabras clave: composicidon bromatoldgica; capacidad antioxidante; propiedades

sensoriales; acidos grasos; protedlisis.
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ABSTRACT

The objective of the work was to evaluate the bromatological composition and sensory
characteristics of Manchego cheese made with Pelibuey sheep's milk and
nanoemulsified curcumin. Curcumin nanoemulsions were prepared by ultrasonication
and their antimicrobial activity was evaluated on the lactic culture to be used in cheese
making. Manchego .type cheeses with nanoemulsified curcumin (5, 7.5 and 10 ppm)
were elaborated anhd).their bromatological composition was determined at different
ripening times (0, 20; 40, 60 and 80 days); fatty acid profile by gas chromatography,
after extraction of the ‘lipids with chloroform: methanol; antioxidant capacity by the
methods of DPPH and FRAP, and the content of phenols by the Folin Ciocalteu
method; the degree of proteolysis. by determining the content of soluble nitrogen in
water, in sodium citrate (pH 4.6), in-trichloroacetic acid and in phosphotungstic acid; as
well as the color analysis using the\CIE color space, of coordinates L *a * b *. The
sensory characteristics were evaluated at 60 days of ripening, through a taste level test,
with a hedonic scale of nine points. Statistical differences were observed in the moisture
of the cheeses, which decreased ‘with time, which corresponds to an increase in the
total solids. Fatty acids: palmitic, oleic,.stearic and-myristic were the most abundant in
all cheeses. Both short-chain and long-chain fatty, acids showed a downward trend
throughout ripening. Antioxidant capacity,tetal phenel content and proteolysis increased
in all treatments during ripening. The cheeses showed a)progressive lipolysis until day
40, from there there was a slight decrease. The parameters evaluated in the color
indicated yellow-green and less luminous cheeses. At 60 days of ripening, no significant
differences were observed between treatments with respect'to their physico-chemical
characteristics, but in terms of soluble nitrogen and free fatty “acids, lipid profile and
color. According to consumers, the addition of nanoemulsified curecumin to Manchego
type cheese modified its color, smell, appearance, flavor and texture, butmot its overall

acceptance.

Keywords: bromatological composition; antioxidant capacity; sensory properties; fatty

acids; proteolysis.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo delalimentos funcionales en los ultimos afios ha ido en aumento debido
principalmente, al interés de la poblacion por alimentos que no solo cumplan con la
funcién nutricional, sino que tengan también un efecto benéfico en la salud, reduciendo
asi el riesgo a padecer diversas enfermedades y mejorando la calidad de vida (Cortés-
Sanchez et al., 2016; Holdt y. Kraan, 2011).

La industria lactea ha tenido gran participacion en el desarrollo de estos alimentos
funcionales debido a que la leche’ presenta una composicion muy compleja y expone
diversas actividades biolégicas (antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras)
(Tidona et al., 2011; Jirillo et al., 2010;\Santillan-Urquiza et al., 2014). En la elaboracion
de los productos lacteos funcionales, la“leche que mayormente se emplea es la de

vaca, pero también puede utilizarse leche de"oveja (Ribeiro, 2010).

La produccion de estos derivados 1acteos como,gqueso y yogurt a partir de leche de
oveja es limitada en muchos paises, sins€mbarge, parece existir un mercado potencial
de consumidores que adquieren estos productos importados de alto valor, debido a que
la leche de oveja presenta un alto contenido de grasa y proteinas (FAO, 2016; Garcia-
Diaz et al., 2012).

En México, por ejemplo, existen mas de 40 variedades deyquesos genuinos, donde
algunos gozan de una amplia difusién, con altos volumenes de {produccion, destacando
el queso chihuahua, el tipo Manchego mexicano, el panela, asaderow el cotija (Villegas
y Cervantes, 2011); esto se demuestra segun datos reportados en el SIAP, donde el 9
% de las 65 mil 942 toneladas de quesos que se produjeron en el 2018{ correspondia a
la produccién de queso tipo Manchego. Este queso es uno de los mas apreciados por
los consumidores mexicanos en todo el pais, debido a que posee una textura suave y

un sabor-aroma muy agradable (Villegas, 2003).

Para proporcionarle el color caracteristico a este queso se utiliza un colorante llamado

bixina. La bixina es un carotenoide que se encuentra en el annatto; pigmento que se

1



extrae de las semillas de la planta tropical Bixa orellana L. (Lourido y Martinez, 2010).
Sin embargo pudiera utilizarse otro colorante para este queso a fin de proporcionarle
cierta funeionalidad al mismo, tal es el caso de un compuesto bioactivo de color
amarillo-naranja- llamado curcumina, que se extrae de la planta curcuma (Curcuma
longa L.) y del'que,se han reconocido sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitumorales y anticarcinogénicas, (Li et al., 2011); asi como su potencial terapéutico
para el tratamiento~de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,

metabdlicas, inmunolégieas, inflamatorias y el cancer (Akram et al., 2010).

La actividad biolégica de muchos compuestos bioactivos (entre ellos la curcumina) es
relativamente baja, debido “as“su inestabilidad quimica, mala absorcion o baja
bioaccesibilidad (Moelants et al.,»2012), por lo que ha sido necesario el desarrollo de
nanoemulsiones como una alternativa para aumentar la biodisponibilidad de estos
componentes bioactivos (Cavazos-Gardufio et al.,, 2015). Estas nanoemulsiones
presentan ventajas sobre otros sistemas debido a su capacidad para incorporar
ingredientes hidrofilicos, anfifilices__y/o lipofilicos (Salvia-Trujillo et al., 2016;
McClements, 2011), su alta estabilidad!fisica;.alta.claridad optica, no toxicidad, rapida
digestibilidad y bioaccesibilidad (Ochoa et‘al., 2016; Cavazos-Gardufio et al., 2014).

Cuando estos compuestos bioactivos son(anadidos<a.los alimentos, no se conoce el
efecto que puede ocasionar en los atributos sensoriales. ES,por ello que es necesario el
empleo de un analisis sensorial para poder medir, analizar e interpretar las reacciones
que ocurren en los alimentos y que son percibidas por los sentidos de la vista, olfato,
gusto, tacto, y oido (Lawless y Heymann, 2010); conociendo asi. el nivel de agrado o
desagrado que provoca la adicién de este compuesto bioactivo'.(eurcumina) y cémo

influye en la maduracion del queso tipo Manchego.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos funcionales

El desarrollo de “alimentos funcionales en los ultimos afios ha ido en aumento debido
principalmente, al intérés de la poblacion por alimentos que no solo cumplan con la
funcién nutricional, sine"que tengan también un efecto benéfico en la salud, reduciendo
asi el riesgo a padecer diversas enfermedades y mejorando la calidad de vida (Cortés-
Sanchez et al., 2016; Holdt'y Kraan, 2011).

Los alimentos funcionales son alimentos que brindan beneficios al organismo adicional
a una nutricion adecuada para ‘mejorar salud y bienestar o reducir el riesgo de
enfermedad, o ambos. Para clasificarse como alimentos funcionales, los alimentos
deben permanecer como alimentos en lugar de pastillas o capsulas y deben demostrar
sus efectos en cantidades que noermalmente puedan ser consumidos en la dieta (Ozen
et al., 2012). Todos los alimentos ,con (ingredientes biolégicamente activos se
consideran funcionales debido a su asociacion con-beneficios fisioldgicos para la salud
relacionados con la prevencion de varias(enfermedades cronicas (Alkhatib et al., 2017).
De acuerdo con el Consejo de Alimentacion.y Nutricion de la Academia de Ciencias de
los Estados Unidos los alimentos funcionales se definen«€omo "alimentos modificados o
que contienen ingredientes que demuestren acciones que incrementan el bienestar del
individuo o que disminuyen los riesgos de enfermedades; mas alla de la funcion

tradicional de los ingredientes que contienen" (Hasler et al., 2009).

En 1991, Japon legaliza la comercializacion de alimentos con propiedades saludables
colocandolos bajo la denominacion de “FOSHU” (Food for Specified Health Use). El
primer alimento FOSHU correspondio a una especie de arroz de consumosmasivo, en el
que se elimind por hidrélisis enzimatica una proteina causante de alergiascutanea,
obteniéndose un nuevo producto inmunolégicamente seguro y saludable (Buran y
Valenzuela, 2010).



Segun Greca et al. (2012) y Vasto et al. (2014) los alimentos funcionales presentes en
la dieta#mediterranea que contienen polifenoles, terpenoides, flavonoides, alcaloides,
esteroles,pigmentos y acidos grasos insaturados desempefian un papel importante en
el mantenimiento del bienestar y contribuyen a prevenir el cancer, la depresion, la
diabetes mellitus‘tipo 2, la obesidad, el asma y el deterioro cognitivo. En el estudio
realizado por Bahoota et al. (2013) también subrayan el papel, la importancia y el
desarrollo de alimentos\nutracéuticos y funcionales que contienen polifenoles, fibras
dietéticas, proteinas y prebidticos, en el alivio de la obesidad y las complicaciones

asociadas.

Entre los distintos sectores, ‘€l«de los productos lacteos es uno de los que mas ha
cambiado por la introduccién de. nuevos productos con caracteristicas saludables,
probablemente por la facilidad de ‘incorporacién de ingredientes a esta matriz
alimentaria (Jiménez et al., 2012). A\os wa tradicionales, como los desnatados o con
caracteristicas probidticas, se ha’anadido, en los ultimos afos, una amplia gama de
leches fermentadas de caracter_probiético; de yogures y de leche con distintos

principios bioactivos adicionados (Granato et aly2010).

Cabe mencionar la asociacion que existe’entre la-salud y el consumo de queso como
un factor importante para ser considerado en la industria lactea ya que los quesos
contienen lipidos, proteinas, minerales y vitaminas. Un_ejemplo son las fracciones de
grasa de la leche que poseen efecto antioxidante, lo que contribuye a la reduccion del

riesgo de enfermedades (Terpou et al., 2017).

Los productos lacteos podrian considerarse por si solos alimentos funcionales.
Numerosos estudios han demostrado una relacién entre el consumo, de productos
lacteos, en particular de algunos de sus constituyentes, y una reduccion de la diabetes.
Los estudios estadisticos han encontrado que los sujetos que recibieron mayores
cantidades de productos lacteos dentro de su dieta disminuyeron elgriesgo de
desarrollar diabetes tipo 2 por un promedio del 14 % (Tong et al., 2011; Da)Silva y
Rudkowska, 2014). Ademas, Sluijs et al. (2012) sugieren que un mayor consumo-de
queso tiende a asociarse inversamente con el riesgo de padecer diabetes. Por su parte,

Malik et al. (2011) demostraron que un mayor consumo de productos lacteos durante la
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adolescencia se asocia significativamente con un riesgo reducido de la diabetes tipo 2
en la edad adulta; hallazgo que se observd en estudios previos (Pittas et al., 2007;
Tremblay ¥ Gilbert, 2009) realizados en adultos, que mostraron asociaciones inversas
entre la ingesta-de productos lacteos y la diabetes tipo 2. La literatura reciente sugiere
que los acidos.grasos contenidos en los productos lacteos pueden desempefar un
papel potencial enila prevencion de la diabetes (Krachler et al., 2008; Mozaffarian et al.,
2010; Sluijs et al., 2012), Ademas, los productos lacteos son ricos en calcio, vitamina D
y magnesio, todos los ‘cemponentes que pueden ejercer una funcion protectora contra
la diabetes (Pittas et al., 2007;Schulze et al., 2007).

Los estudios epidemioldgicos”sugieren que el consumo de productos lacteos puede
estar asociado con una reducciénydel 13 % del riesgo a padecer de hipertensién
(Ralston et al., 2012; Da Silva y Rudkowska, 2014). El contenido de calcio y vitamina D,
asi como algunos péptidos de la leche, pueden ejercer un efecto beneficioso sobre la
presidn sanguinea al inhibir la_enhzima" convertidora de angiotensina, que modula la

funcién endotelial (Jauhiainen y Korpela, 2007).

Warensjo et al. (2004) reportaron una-asociacion inversa entre la ingesta de grasas de
los productos lacteos y los factores de riesgo para-enfermedades cardiovasculares que
incluyen triglicéridos, colesterol total e insulina en<€l-suero durante el ayuno. Una
posible explicacion puede ser que la ingesta de la grasa,lactea reduce el riesgo de
infarto de miocardio a través de un mecanismo que implica’la reduccion de grasas y

triglicéridos, y mejora la salud metabdlica.

Perego et al. (2012) demostraron que los fosfopéptidos de caseina derivados de los
productos lacteos pueden prevenir la insurgencia de cancer de colon, protegiendo
células intestinales diferenciadas a partir de la toxicidad por sobrecarga de calcio y
previenen su apoptosis, favoreciendo la proliferacion mientras inducen _apoptosis en

células tumorales no diferenciadas.

2.2. Leche de oveja
La leche ha estado presente en la dieta humana por miles de afos vy, muy

probablemente, debido a esto también los productos lacteos ocupan un espacio



significativo y creciente del mercado de los alimentos funcionales y fortificados
(Barlowska et al., 2011; Santillan-Urquiza et al., 2014). Ademas, debido a su compleja
composicidéh,sla leche expone diversas actividades bioldgicas, como por ejemplo sus
propiedades dantioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras (Jirillo et al., 2010;
Tidona et al.,"2011). Recientemente, la atencién se ha centrado en sus proteinas
bioactivas como, ‘lactoferrina, lactoperoxidasa, lisozima, [-lactoglobulina o a-

lactoalbumina, como fuentes de antioxidantes (Power et al., 2012).

La leche empleada mayormente en la elaboracién de los lacteos procede del ganado
bovino, aunque también puede emplearse leche procedente de otros mamiferos tales

como la cabra o la oveja (Ribeite; 2010).

Las caracteristicas fisico-quimicas,de.la leche estan relacionadas con su composicion,
la que difiere para cada especie animal en particular, por ejemplo, la leche de oveja
contiene altos niveles de nutrientes<(proteina, caseina, grasa, Ca, Mg y P) en
comparacién con la leche de vaca.y cabra“(Park et al., 2007; Silanikoveet al., 2015;
Balthazar et al., 2017). Ademas, en, su composicidon, estan presentes lipidos simples
(diacilgliceroles, monoacilgliceroles;=/ésteres ¢ de colesterol), lipidos complejos
(fosfolipidos), compuestos liposolubles (esteroles,-ésteres de colesterol, hidrocarburos)
y es una rica fuente de isbmeros biolégicamente activos-de acido oleico y acido linoleico
conjugado (Park et al., 2007). A continuacion se muésira una comparacioén entre la

composicion de las leches de vaca, oveja y cabra (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién comparativa de las leches de vaca, oveja y.cabra

Grasa % Proteina % Lactosa % Sales %
Vaca 3.95 3.3 4.8 0.7
Oveja 5-10 4.5-7 5-4.2 0.8
Cabra 4.3 3.4 4.4 07

Fuente: (Scholz, 2005)



De acuerdo con Haenlein y Wendorff (2006), la leche de oveja presenta mayor
gravedad especifica, viscosidad y acidez titulable, pero menor indice de refraccion y
punto de edngelacion que la leche de vaca. Asi también, sus niveles de acidos grasos
metabdlicaménte valiosos de cadena media: caproico, caprilico, caprico y laurico, asi
como su contenido mineral y vitaminico, son significativamente mas altos que en la
leche de vaca (Park et al., 2007).

En comparacion con‘los“productos lacteos bovinos, los productos lacteos ovinos son
reconocidos por su mayer'contenido de acidos grasos considerados beneficiosos para
la salud humana (Sinclair, 2007). Aunque el perfil de acidos grasos de la leche de oveja
depende, ademas de las caracteristicas genéticas vy fisioldgicas del ovino, también de
su sistema de alimentacion (De La-Fuente et al., 2009). De los acidos grasos presentes
en la leche de oveja, se encuentran los acidos grasos poliinsaturados linolénico e

isdmeros del acido linoleico conjugado-(Dilzer y Park, 2012; Shingfield et al., 2013).

La leche de oveja es rara vez onsumida“¢como producto fresco, por lo que estos
efectos beneficiosos serian aprovechados por‘el consumo de los productos elaborados
a partir de la misma, especialmente~el~queso «(Prandini et al., 2007; Buccioni et al.,
2010; Balthazar et al., 2017).

2.3. Queso tipo Manchego

El queso manchego es la variedad de queso mas importante fabricada en Espafa con
leche de oveja en la region de La Mancha, bajo condiciones reguladas por una
Denominacién de Origen (Pavia et al., 2000). EI mismo, presenta una estructura muy
compleja y un sabor caracteristico, debido a los compuestos~que se producen
principalmente como consecuencia de los cambios bioquimicos durante‘'su maduracion
y que contribuyen a su sabor (Gémez-Ruiz et al., 2007). Es un queso curado, semiduro,
no cocido, prensado, grasoso, altamente poroso, con ojos de pequefio tamano que se
forman durante el proceso de fermentacion (Conde et al., 2008). Por su parte, el queso
tipo Manchego se produce regularmente, siguiendo el método original espafiol, pero

utilizando tanto leche de oveja como leche de vaca (Pavia et al., 2000).



México.también cuenta con altos volumenes producidos de queso, existen mas de 40
variedadeés. de quesos genuinos y algunos gozan de una amplia difusion, por ejemplo, el
queso chihtiahua, el tipo Manchego mexicano, el panela, el asadero y el cotija (Villegas
y Cervantes,£2011). Segun el (SIAP, 2018) al concluir marzo de 2018, la industria de
quesos produjo.65 mil 942 toneladas, entre ellos destacan el queso panela (12 %),
chihuahua (10.1 %),y el tipo Manchego (9 %); y segun el INEGI, (2017) en México se
producen 32,630 toneladas de queso tipo Manchego por aio. La mayor parte de los
tipos genuinos de queses)mexicanos son elaborados con leche cruda por queseros
artesanales en ranchos, (pueblos y ciudades pequenas (Villegas, 2003); soliendo
producirse a partir de leche de_vaca, aunque algunas variedades se producen a partir
de leches de oveja y de cabrays0 de una mezcla de éstas (Rodriguez- Nogales y
Vazquez, 2007; Cervantes-Escoto-et al., 2008).

En México, el queso tipo Manchego es'un queso elaborado con leche entera de vaca,
pasteurizada y adicionada con_fermentos lacticos mesdfilos tales como Lactococcus
subespecies lactis y cremoris. Puede clasificarse como un queso de pasta semidura
prensada, no cocida, tajable y madurada, de~un.color amarillo palido atractivo, una
textura suave y un sabor y aroma ‘muay agradables (Villegas, 2003). Este queso
comparte con el queso Manchego espafol_semejanzas en la forma cilindrico-plana, el
peso de 2 a 5 kg y el tipo de pasta, pero difiere en el periodo de maduracion, pues el
mexicano sufre una maduracion ligera que no va mas alla.de 2 a 3 semanas, mientras
que el espafol se madura durante varios meses, incluso shasta seis. Es uno de los
quesos mas apreciados por los consumidores mexicanos en todo-€l pais, sobre todo en
el medio urbano (Villegas, 2003).

De acuerdo con la Norma Mexicana NMX-F-462-1984, el queso tipo.Manchego es el
producto que se obtiene a partir de leche pasteurizada entera de vaca, sometida a
procesos de coagulacion, cortado, desuerado, fermentado, salado, \prensado y
madurado, durante un periodo minimo de 7 dias a temperatura y humedad contreladas;
sin que hayan empleado en su elaboracién grasas o proteinas no provenientes de la

leche.



Un aspetto muy importante a tener en cuenta en la fabricacion de este queso es su
maduraeion, la cual es un proceso bioquimico bastante complejo y lento (Fox, 1989)
que involu€ra*tres reacciones basicas a partir de la glucdlisis, lipdlisis y protedlisis
(Mcsweeney{£.2004), siendo la protedlisis la reaccion principal que tiene lugar durante
toda la maduracién del queso (Poveda et al., 2016; Ceruti et al., 2012) y factor clave

para promover su diversidad de textura y sabor (McCarthy et al., 2017).

2.4, Curcumina

Dentro de la diversidad de plantas que se utilizan en la industria de los alimentos como
colorantes y conservantes, se_encuentra la curcuma (Curcuma longa L.) (Wang et al.,
2012), miembro de la familia delfjengibre (Zingiberaceae), y es nativa del sur de Asia,
donde es utilizada como una especia (Kunnumakkara et al., 2017). Sus multiples
aplicaciones incluyen dar sabor a los alimentos (Zaman y Akhtar, 2013) y, en los ultimos
afos, varios estudios bioquimicos y farmacolégicos han evaluado sus efectos benéficos
para aliviar diferentes trastornos de-la salud, (Di Martino et al., 2017; Kostalovaa et al.,
2013).

Esta planta ha sido usada en multitud de _sistemas de medicina tradicional para aliviar
problemas digestivos, como un antiinflamatorio, en uso tdpico por su capacidad de
cicatrizacion (Taylor y Leonard, 2011) y en el tratamiento/de cdlicos, dolores de muelas,
dolores en el pecho, problemas ginecoldgicos y dificultades menstruales (Lal 2012;
Gupta et al.,, 2013b). Segun Andrew e lzzo (2017), laCeurcuma es uno de los
suplementos dietéticos mas populares en el mundo. De acuerdo con una revision
sistematica por Sahebkar y Henrotin (2016), la curcumina parece/ser efectiva al aliviar
el dolor y fue bien tolerada en todos los ensayos clinicos aleatorizados. Se ha
demostrado que la suplementacién con curcuma reduce el dolor y la.inflamaciéon en
pacientes con artritis (Daily et al., 2016). El aceite de curcuma ha sido probado contra
modelos de infecciones oculares y gingivales (Singh et al., 2015), donde se obtuvieron
resultados exitosos en comparacion con las terapias contemporaneas que. utilizan

antibidticos.



La curcuma tiene mas de 300 componentes biolégicamente activos como polifenoles,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenoides, esteroles y alcaloides (Prasad et al., 2011).
Los curcuminoides, los compuestos fendlicos derivados de la curcuma, son
responsables.de su color amarillo. Los tres curcuminoides principales son curcumina,

desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina (Akram et al., 2010).

La curcumina (diferuloilmetano), el polifenol mas activo en la curcuma, es un
curcuminoide de bajo'peso molecular. Se caracterizé quimicamente por primera vez en
1910 y comprende el 2-8/%.de la mayoria de la curcuma (Sharma et al., 2005). Es un
compuesto de color amarillo-naranja del cual se han reconocido sus propiedades
antioxidantes, antivirales, antibacterianas, antifungicas, antiparasitarias, antitumorales,
antiinflamatorias y anticancerigenas; asi como su potencial terapéutico para el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, metabdlicas,

inmunoldgicas, inflamatorias y el cancer (Gupta et al., 2013b; Akram et al., 2010).

De acuerdo Singletary (2010), la/curcumina-tiene varios efectos medicinales, como la
reduccion de la inflamacion en casos de “aftritis, la prevencion de arteriosclerosis,
desodrdenes respiratorios y gastrointestinales, de“afecciones de la piel como psoriasis 0

eczemas, efecto hepatoprotector, prevencion de cancer, entre otras.

La curcumina es un poderoso antioxidante que influye sobre la expresion de enzimas
relacionadas con procesos redox, capaces de neutralizar-las especies reactivas de
oxigeno (Grynkiewicz y Slifirski, 2012; Witkin y Li, 2013)."En™un trabajo realizado por
Biswas et al. (2010), se evalud el efecto del consumo de curcumina contra los efectos
genotoéxicos del arsénico presente en agua subterrdnea contaminada. Estos autores
reportan que las muestras de sangre de las personas contaminadas con esta agua,
presentaron dafio severo en su ADN, con niveles altos de EOR (especies de oxigeno
reactivo) y peroxidacion lipidica. Sin embargo, después de tres meses del.coensumo de
curcumina, el dano en su ADN se redujo, asi como la presencia de¢EOR y la

peroxidacion lipidica, incrementandose sus niveles de actividad antioxidante.

De acuerdo con Lima et al. (2011), la curcumina induce la respuesta al estrés celular en

fibroblastos de piel humana normal, a través de la ruta del fosfatidil inositol-3-quinasa/
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Akt y sefiales redox, estimulando las defensas antioxidantes celulares, lo cual puede

ser un‘acercamiento a la terapia antienvejecimiento.

Diversos estudios mencionan también que la curcumina protege las neuronas
dopaminérgicas_(linea celular humana SH-SY5Y) de la toxicidad inducida por 6-
hidroxidopaminagreduce la produccién de especies reactivas de oxigeno y la apoptosis
mediada por la fosforilacién de la proteina p53 (Jaisin et al., 2011; Yu et al., 2010). Lo
anterior resulta prometedor para contrarrestar el estrés oxidativo, que desempena una
funcién importante en la-patogénesis de la enfermedad de Parkinson (Mythri y Bharath,
2012).

Por otra parte, en un estudio_realizado en ratas diabéticas se demostré6 que la
curcumina exhibe efectos neuropretectores contra el dafio oxidativo en el cerebro (Acar
et al., 2012). En su estudio, Farkhondeh y Samarghandian (2016) mencionan que la
curcumina posee efectos protectoresi"contra agentes toxicos en diversos tejidos,

incluyendo el higado.

Varios estudios han documentadoe€l papel*de Ja curcumina en la prevencion y el
tratamiento de diversos canceres, ‘incluidos® A0S~ gastrointestinales, respiratorios,
linfaticos, la piel y el sistema reproductive.(Shanmugam et al., 2015). La curcumina es
capaz de inhibir la actividad enzimatica defa ciclooxigenasa-2 (COX- 2), responsable
del proceso inflamatorio relacionado con una de las causas‘del desarrollo del cancer, al
liberar potentes radicales libres que inducen tanto a la“division celular como a la
mutacion, por lo que la actividad anti-inflamatoria de la curcumina juega un papel
importante en el tratamiento del cancer (Wilken et al., 2011).Cao et al. (2014)
demostraron que la curcumina puede ser un objetivo potencial para inhibir el
crecimiento celular e inducir la apoptosis en el carcinoma gastrico. La curcumina se ha
utilizado en diferentes ensayos clinicos; para el tratamiento de cancer_de pancreas
(Swamy et al., 2008), mieloma multiple (Milacic et al., 2008; Jiao et ¢aly 2009),
enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2005) y cancer colorrectal (Half y Arbef, 2009) y
se conoce que induce la apoptosis y bloquea la progresion del cancer de cervical

(Yoysungnoen-Chintana et al., 2014).
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Ademas de su notable capacidad para prevenir el cancer, la curcumina ha mostrado
capacidad para evitar su metastasis, propagacién de las células cancerosas hacia otras
partes del cuerpo (Gallardo y Calaf, 2016); y ha logrado incrementar la sensibilidad de
las células canCerosas ante algunos de los farmacos utilizados contra la enfermedad, o

ante las radiaciones-utilizadas durante el tratamiento (Darvesh et al., 2012).

La curcumina generalmente es considerada como segura por la Administracion de
Drogas y Alimentos de(los Estados Unidos (FDA) (Epstein et al., 2010; Zheng et al.,
2018).

La seguridad y la tolerabilidad de la curcumina a altas dosis en humanos fueron
evaluados por varios ensayos clinicos y sugieren que la ingesta dietética de curcuma
hasta 1.5 g por dia, igual a aproximadamente 150 mg por dia de curcumina, es bien
tolerada en humanos (Eigner y Sholz, 1999). Otros estudios afirmaron que las dosis
orales de curcumina de hasta-8/y 12 g por dia eran seguros y bien tolerados en
pacientes con cancer de pancreas_y.voluntarios sanos, respectivamente (Lao et al.,,
2006; Dhillon et al., 2008; Kanai et al., 2011).

2.5. Nanoemulsiones

La actividad biolégica de muchos compuestos bioactivos que se encuentran en los
productos naturales es relativamente baja debido a sd inestabilidad quimica, mala
absorcidon o baja bioaccesibilidad (Moelants et al., 2012). Por. lo que gran parte de la
investigacion relacionada con estos compuestos se ha centrado en el disefio de
sistemas que faciliten su incorporacién y accesibilidad “desde las diferentes
formulaciones alimenticias, nutracéuticas, farmacéuticas, cosméticas © agrondmicas
(Safariy Zarnegar, 2014).

Algunas de las tecnologias que han sido propuestas para mejorar la biodisponibilidad
oral y la eficacia terapéutica de la curcumina son: el uso de dispersiones soélidas (Onoue
et al., 2010; Chuah et al., 2014), nanoparticulas (Shaikh et al., 2009), complejos de
fosfolipidos (Maiti et al., 2007) liposomas (Gupta et al., 2013a; Prasad et al., 2014), y
nanoemulsiones (Ahmed et al.,, 2012; Yu y Huang, 2012). Las nanoemulsiones son

dispersiones termodinamicamente estables que pueden ser facilmente fabricadas
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mediante emulsificacion, en las que al controlar el tamafo de la gota se puede
incrementar la solubilidad y la efectividad del compuesto bioactivo (Sosnik et al., 2010).
Debido a su_pequeio tamaifo de gota, los componentes en ellas solubilizados pueden
ser transportados facilmente a través de la membrana celular, aumentando su

concentracion envla sangre (Cretu et al., 2011).

La investigacion yel_desarrollo de nanoemulsiones para aumentar la biodisponibilidad
de los componentes bioactivos se ha incrementado considerablemente en los ultimos
anos, al presentar ventajas.sobre otros sistemas, como su capacidad para incorporar
ingredientes hidrofilicos, anfifilicos y/o lipofilicos, su alta estabilidad fisica, alta claridad
Optica, no toxicidad, rapida digestibilidad y bioaccesibilidad (Ochoa et al., 2016; Salvia-
Trujillo et al., 2016; Cavazos-Gardufio et al., 2015; Cavazos-Garduno et al., 2014;
McClements, 2011).

Una de las principales barreras para €l*uso clinico de la curcumina ha sido su baja
biodisponibilidad. Estudios realizados en-modelos murinos, han demostrado que la
curcumina se metaboliza rapidamente, se Conjuga en el higado y se excreta por las
heces, teniendo por tanto una limitada=biodisponibilidad (Hassaninasab et al., 2011;
Grynkiewicz y Slifirski, 2012; Dulbecco ysSavarine; 2013; Prasad et al., 2014). Segun
Gutierres et al. (2015) la biodisponibilidad (oral estimada de la curcumina en sistemas
murinos es meramente 0.47 % sugifiendo ques~pueden requerirse dosis
irrazonablemente grandes in vivo para lograr una respuesta’clinica deseada. Por ello,
se han desarrollado diferentes formulaciones de nanoeurcumina con potencial
tecnolégico para mejorar su biodisponibilidad en el tratamiento de/enfermedades como

el cancer (Yallapu et al., 2012).

De acuerdo con Ganta et al. (2010), la combinacion de paclitaxely curcumina,
administradas en nanoemulsiones, mejoré su biodisponibilidad oral 'y su eficacia
terapéutica sobre el adenocarcinoma ovarico humano. Por su parte, Liuy Chang
(2011), desarrollaron microemulsiones de eucaliptol, polisorbato 80, etanol\y_agua,
como vehiculo para la administracion transdérmica de curcumina en el tratamiento de

enfermedades de la piel como esclerodermia, psoriasis y cancer de piel.
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Sasakiet al. (2011), desarrollaron con éxito una curcumina altamente biodisponible,
dispersada. en nanoparticulas coloidales, denominadas THERACURMIN; evaluaron la
eficacia en”su*absorcion, en comparacion con la de curcumina en polvo, observando
que el area haje la curva de concentracion sanguinea contra tiempo (AUC), después de
su administracion oral en ratas, fue 40 veces mayor que para la curcumina en polvo.
Realizando el mismo ‘experimento en voluntarios humanos sanos, administrando por via
oral 30 mg de THERACURMIN y de curcumina en polvo, el AUC de THERACURMIN
fue 27 veces mayor~ que el obtenido para curcumina en polvo. Ademas,
THERACURMIN exhibié uha accion inhibitoria contra la intoxicacion alcohdlica después
de beber en seres humanos, lo que se evidencid por la concentracion reducida de

acetaldehido en la sangre.

Joung et al. (2016), prepararon_ nanoemulsiones de curcumina mediante
homogeneizacion a alta presién, agregandolas a leche como sistema modelo;
encontrando que la leche adicionada con las nanoemulsiones de curcumina mostré una
oxidacion lipidica significativamente” menor a la leche no adicionada con curcumina,
concluyendo que las nanoemulsiones! de curcumina podrian ser de utilidad en el

desarrollo de bebidas lacteas.

Hu et al. (2018) prepararon un nuevo polvo de naneemulsion de curcumina solida
soluble utilizando tecnologia de secado por aspersion. Les, resultados indicaron que el
secado por aspersion en combinacion con la nanoemulsién fue una metodologia
poderosa para mejorar la velocidad de disolucidon y biodisponibilidad oral de la

curcumina.

Rachmawati et al. (2015) desarrollaron una nanoemulsion de curcumina para el
suministro transdérmico. La nanoemulsion fue mas estable que la eurcumina no
encapsulada. El sistema de nanoemulsién desarrollado no solo mejoré la‘permeabilidad

de la curcumina, sino también protege a la curcumina de la degradacién quimica.

Zheng et al. (2018) elaboraron nanoemulsiones de curcumina utilizando tres mgtodos:
el método convencional de carga de aceite; el método accionado por calor; y el método

impulsado por el pH. Se determind la eficiencia de encapsulacion de la curcumina en
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las tres#hanoemulsiones presentando el siguiente orden: impulsado por pH (93 %)>
impulsado_por calor (76 %)>método convencional (56%). Las diferentes formulaciones
de curcumina *fueron luego sometidas a modelo simulado de tracto gastrointestinal,
donde presentaron valores de bioaccesibilidad de curcumina bastante similares (74-79
%) pero la cantidad absoluta de curcumina en la fase de micelas mixtas fue mayor para

el método de pH impulsado.

Rachmawati et al. (2016) evaluar la capacidad de la nanoemulsién para mejorar la
actividad de la curcumina“como un agente antihipertensivo y antihipercolesterolémico.
La curcumina encapsulada#en la nanoemulsion mostré una actividad significativa para
reducir el colesterol en comparaciéon con un farmaco estandar. Por lo tanto, concluyeron
que la curcumina no muestra sefectos inhibitorios de la enzima convertidora de
angiotensina, pero tiene un uso potencial como compuesto terapéutico alternativo para

tratar la hiperlipidemia.

2.6. Evaluacion sensorial

Los sentidos son algo innato al hombre. Cuando probamos un alimento por primera vez,
establecemos, de manera casi inconsgiente, un“juicio sobre ese alimento. El analisis
sensorial es la disciplina cientifica ulilizada para_medir, analizar e interpretar las
reacciones a aquellas caracteristicas que son percibidas por los sentidos de la vista,

olfato, gusto, tacto, y oido (Lawless y Heymann, 2010).

La tecnologia de alimentos hace uso de la evaluacién sensexial por medio de pruebas
realizadas a grupos focales, que expresan sus preferencias 0 grado de aceptacién del
alimento evaluado (Vergara et al., 2011). Segun Espinosa (2007)cpodemos encontrar

tres tipos de pruebas para el analisis sensorial: afectivas, descriptivas y discriminativas.

La adicién de curcuma a los alimentos ha sido evaluada también sensorialmente, esto
se manifiesta en el estudio realizado por Park et al. (2012) donde examinaron los
efectos de la adicion de polvo de curcuma (0 %, 2 %, 4 %, 6 % y 8 %) para ebtener un
pastel enriquecido con antioxidantes con buenas propiedades fisico-quimicas y
sensoriales. La torta que contenia el mayor porcentaje de polvo de curcuma (8 %)), fue

inaceptable por evaluacion sensorial, sin embargo una sustitucion del 6 % de la harina
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de trigoscon polvo de curcuma mostré puntuaciones sensoriales aceptables que eran
comparables a las de 0 a 4 % de tortas de curcuma, lo que indicd que hasta el 6% del

polvo de cdrcuma puede ser incluido en la formulacion de la torta.

Por otra parteclos quesos también son objeto de evaluacién sensorial. En una
investigacion realizada por Paul et al. (2014) se estudiaron los efectos de la protedlisis
en cuatro marcas diferentes de queso Chihuahua mexicano, hechos con leche cruda.
Se analizaron las caracteristicas quimicas y sensoriales de todos los quesos, donde las
pruebas sensoriales mostraron que se generaron sabores a quesos jovenes, basicos y
con ligeras notas amargas? La evaluacion sensorial se llevd a cabo mediante una
escala universal de intensidad.de 15 puntos Spectrum TM para identificar y anotar el

sabor del queso, en la que participaron seis panelistas.

Por otra parte, Lobato-Calleros et af., (2001) prepararon quesos Manchego de bajo
contenido graso (15 g de grasa / L de'eche) con tres sustitutos comerciales de grasa,
que consistian en pectina baja en metoxile;t«concentrado de proteina de suero de leche
y proteina de suero microparticulada,)Los resultados arrojaron que no se encontraron
diferencias significativas en las caracteristicasgSensoriales (textura y sabor) entre el
queso de control de grasa total y el quesO)que incorpora concentrado de proteina de
suero de leche, las cuales fueron demostradas mediante el empleo de una prueba

triangular.

En otro estudio realizado por Ochoa et al. (2013), se evalug-€l efecto de la adicion de
los estabilizantes pectina, carragenina, grenetina y goma guar, en la retencién de
humedad, firmeza, aceptacion sensorial y rendimiento del queso fresco tipo panela. La
evaluacion sensorial se llevd a cabo con 111 jueces afectivos, 56 ymujeres y 55
hombres, su edad promedio fue de 22.3 afios, con una desviacion estandar de 5.4 afos
y se realizé mediante una prueba de aceptacién con una escala heddnicasde 9 puntos.
En comparacion con el control, los quesos adicionados con estabilizantes presentaron
mayor nivel de agrado (P < 0.05), no encontrandose diferencia significativa en la
aceptacion de los quesos adicionados con estabilizantes; sin embargo, se observo-una

tendencia de mayor aceptacion para el queso adicionado con 0.050 % de carragenina.
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ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades~ sensoriales y la capacidad antioxidante del queso tipo

Manchego elaborado con'leche de oveja Pelibuey y curcumina nanoemulsionada.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar los compenentes bromatoldgicos, perfil lipidico, fenoles totales y
capacidad antioxidante de.a,leche/deroveja Pelibuey.

* Evaluar el efecto de la adicidn de”curcumina nanoemulsionada sobre los
componentes bromatolégicosy” el perfil' lipidico, fenoles totales y capacidad
antioxidante del queso tipo Manchégo elaborado con leche de oveja Pelibuey.

* Evaluar las propiedades sensoriales del quese’tipo Manchego elaborado con

leche de oveja Pelibuey y curcumina nanoemulsionada.

HIPOTESIS

La adicién de curcumina nanoemulsionada al queso tipo Manchege-€laborado con
leche de oveja Pelibuey potenciara su capacidad antioxidante sin alterar sus

atributos sensoriales.
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capacidad antioxidante de queso tipo Manchego
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RESUMEN

La curcumina,es un compuesto polifendlico natural que por supotente actividad antioxidante aporta
multiples beneficios a la salud. El propdsito del trabajo fue evaluar el efecto de la adiciéon de curcumina
nanoemulsionada“(CNE) en el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante de queso tipo
manchego elaborado ‘con leche de oveja Pelibuey. Se prepararon nanoemulsiones de curcumina por
ultrasonicacion y se elaboraron_los quesos tipo manchego con 5, 7.5y 10 ppm de CNE. Se determinaron
suscaracteristicas fisico-quimicas, contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante por los métodos de
DPPH y FRAP, perfil lipidico y colof-asi como sus caracteristicas sensoriales a través de una prueba de
nivel de agrado. Después de 60 dias demaduracion, el contenido de fenoles totales fuede 213.49, 245.65,
280.90 y 307.91 mg eq de &cido galico/100%g)en los quesos testigo, con 5, 7.5 y 10 ppm de CNE,
respectivamente. La actividad antioxidante’ por DPPH varié de11.66 a 13.73 y por FRAP de 3.45 a 4.73
mM eq de Trolox/g de queso. No se observaren-diferencias significativas entre tratamientos con respecto a
sus caracteristicas fisico-quimicas, pero si encontenido de"nitrégeno soluble y acidos grasos libres, perfil
lipidico y color. De acuerdo con los consumidores; la‘adicion de”CNE al queso tipo manchego modificé su
color, olor y apariencia, pero no su sabor, textura y aceptacion global¢ Los resultados del estudio muestran
el potencial de los productos lacteos para el suministro de compuestos.bioactivos con efectos beneficos
para la salud.

Palabras clave: alimentos funcionales, leche de ovejas Pelibuey, nanoemulsiones; DPPH, FRAP.

ABSTRACT
Curcumin is a natural polyphenolic compound that, due to its powerful antioxidant activity, provides multiple
health benefits. The purpose of the work was to evaluate the effect of the addition of nanoemulsified
curcumin (CNE) on the content of total phenols and antioxidant capacity of manchego cheese made-with

Pelibuey sheep's milk. Curcumin nanoemulsions were prepared by ultrasonication and manchego cheeses
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with 5, 7.6"and 10 ppm CNE were prepared. Their physico-chemical characteristics, total phenol content,
antioxidant.capacity by the methods of DPPH and FRAP, lipid profile and color, as well as their sensory
characteristics were determined through a taste level test. After 60 days of maturation, the content of total
phenols was 213.49,7245.65, 280.90 and 307.91 mg eq of gallic acid / 100 g in the control cheeses, with 5,
7.5 and 10 ppm of CNE, respectively. The antioxidant activity by DPPH ranged from 11.66 to 13.73 and by
FRAP from 3.45 to 4.73 mM-€q.of Trolox / g of cheese. No significant differences were observed between
treatments with respect to their{physico-chemical characteristics, but in soluble nitrogen content and free
fatty acids, lipid profile and color. A€edrding to consumers, the addition of CNE to Manchego-type cheese
modified its color, smell and appearance; but not its flavor, texture and overall acceptance. The results of
the study show the potential of dairy productsfonthe supply of bioactive compounds with beneficial effects
for health.

Keywords:functional foods, sheep's milk Pelibuey, nanoemulsions, DPPH, FRAP.

INTRODUCCION

El desarrollo de alimentos funcionales en los Ultimos, afios ha idosen aumento debido al interés de la
poblacién por alimentos que no solo cumplan con la funcién nutricional, sino que tengan también un efecto
benéfico en la salud, reduciendo asi el riesgo a padecer diversas enfermedades y mejorando la calidad de
vida (Holdt y Kraan 2011, Ozen et al., 2012, Cortés-Sanchez et al., 2016). Landustria lactea ha tenido
gran participacion en el desarrollo de estos alimentos, debido a que la leche presenta.diversas actividades
bioldgicas: antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras (Jirillo et al., 2010, Tidonalet al., 2011,
Santillan-Urquiza et al., 2014).

La leche empleada mayoritariamente en la elaboracién de los productos lacteos procede delsganado
bovino, aunque también puede utilizarse leche de cabras u ovejas (Ribeiro, 2010); siendo la de ‘oveja

particularmente adecuada para la produccion de quesos y yogur por su elevado contenido de proteinas y
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solidos totales (FAO, 2016). Uno de los quesos mas consumidos en México es el queso tipo manchego
(Villegas y.Cervantes 2011, SIAP 2016, INEGI 2017), por lo que toma importancia el agregarle valor, a
través de la adicién del compuesto bioactivo de color amarillo-naranja llamado curcumina, que se extrae de
la planta circuma'(Carcuma longa L.) y del que se han reconocido sus propiedades antioxidantes (Li et al.,
2011, Grynkiewicz y Slifirski 2012, Witkin y Li 2013); asi como su potencial terapéutico para el tratamiento
de diferentes enfermedades,(Akram et al., 2010, Kost'alovaa et al., 2013, Di Martinoet al., 2017).

Sin embargola actividad biol6gica de muchos de estos compuestos bioactivos, entre ellos la curcumina
(Grynkiewicz y Slifirski 2012, DulbeCeo y Savarino 2013) es relativamente baja, debido a su baja
bioaccesibilidad, su inestabilidad quimica;\0 mala absorciéon (Moelants et al., 2012), por lo que ha sido
necesario el desarrollo de nanoemulsiones ¢omo una alternativa para aumentar la biodisponibilidad de
estos componentes bioactivos (Cavazos-Garduiie et al., 2015). Estas nanoemulsiones presentan ventajas
sobre otros sistemas debido a su capaCidad. para;ingorporar ingredientes hidrofilicos, anfifilicos y/o
lipofilicos (McClements 2011, Salvia-Trujillo et-at;2016), st alta estabilidad fisica, alta claridad 6ptica, no
toxicidad, rapida digestibilidad y bioaccesibilidad (Cavazos-Garddfie et al., 2014, Ochoa et al., 2016).
Ademas, cuando los compuestos bioactivos son afiadidos a los ‘alimentos, es importante determinar su
efecto sobre sus caracteristicas sensoriales, a fin de conocer el nivel de_agrado o desagrado que provoca
la adicién de los mismos en la percepcidn de los consumidores (Vergara et al., 2011). Por todo lo anterior,
el objetivo de este trabajo consistid en evaluar el efecto de la adicion de CNE en, el contenido de fenoles
totales y capacidad antioxidante de queso tipo manchego elaborado con leche de ovejaPelibuey; asi como
determinar suscaracteristicas fisico-quimicas, perfil lipidico, color y caracteristicas sensarialeS a través de

una prueba de nivel de agrado.
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MATERIALES Y METODOS

La leche de‘Oveja Pelibuey se obtuvo del rancho "El Rodeo", ubicado a 17° 84' N, 92° 81' W; 10 msnm; km
14 de la carretera Villahermosa-Jalapa, Tabasco, México.La curcumina nanoemulsionada (CNE)se prepard
con curcumina de.pureza = 98 % de LKT Laboratories (St. Paul, MN), Tween® 40de Merck (Darmstadt,
Germany), aceite de ‘cadena media comercial Original ThinQOil® de SoundNutrition (Dover, ID) y agua
destilada desionizada (ADD)#Todos los demas reactivos fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO) y los
solventes de Tegsiquim (México; DF):

Caracterizacionde la leche. Las caragcteristicas fisico-quimicas de la leche se determinaronde acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana 155-8CGFI-2012;su composicion en &cidos grasos se determinépor
cromatografia de gases (CG), previa extraccion de la grasa con cloroformo:metanol (1:2 v:v), por la
metodologia descrita por Bligh y Dyer (4959), modificada por Aziz et al. (2013); la grasa extraida se
derivatizd con metdxido de sodio 0.25 M.en.metanol-gterdietilico (1:1) para obtener los ésteres metilicos
de los acidos grasos (FAMEs); utilizando gliceriltriundecaneato como éstandar interno (Carvalho y Malcata,
2005).

Un microlitro de los FAMEs se inyectd en un cromatografo de gases.Perkin EImer modelo AutoSystem XL,
equipado con inyector split-splitless, detector de ionizacién de flama y columna capilar Perkin Elmer Elite
Series PE-225 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) cubierta al 50 % de Cianopropilfenil-fenil-metilpolisiloxano. Se
empled helio como gas acarreador a un flujo de 1.4 ml/min. El inyector fue ajustado a una temperatura de
205 °C y el detector a 250 °C. Para el horno, la temperatura inicial fue de 50 °C por 0% ‘min, seguido por
una rampa de 20 °C/min hasta alcanzar los 195 °C,manteniendo esta temperatura por 0:5'min. Otra rampa
de 3.0 °C/min fue programada hasta alcanzar los 205 °C, manteniéndo ésta por 0.5min. Finalmente una
nueva rampa de 7 °C/min se programd hasta alcanzar los 220 °C, manteniéndola asi por 6 min. El'tiempo

de corrida fue de 20 min.
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El contepido fendlico y capacidad antioxidante de la lechese determinaron previa extraccion,de acuerdo
con la metodologia de Alyaqoubi et al. (2014) con algunas modificaciones. Se toman5 mL de leche y se
afiaden 5 mL'deetanol, se agita durante una hora enagitador rotatorio a 300 rpm y después se centrifuga a
6000 rpmdurante “15"minutos.Se recupera el sobrenadantey se almacena a -20 °C hasta su anélisis.El
contenido de fenoles tofales*se determind por el método de Folin-Ciocalteu, de acuerdo con Singleton et
al.(1999). Se toman125 pk.del extracto, se afiaden625 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu y500 uL de
carbonato de sodio al 7.5%. Después de 45 minutos de reposo, se mide la absorbancia a 760 nm vy se
calcula su concentraciéncomo mg eg-de-éacido galico por L de leche.

La capacidad antioxidante por el método.de FRAP se llevd a cabo de acuerdo con el procedimiento
propuesto por Benzie y Strain (1996).Se afiaden40 ulL del extractoa 1200 ulL del reactivo FRAP y 120 ul
de ADD. La reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente en la oscuridad y transcurrida una hora, se
mide la absorbancia a 593 nm. Los resultados.se expresanen mM eq Trolox por mL de leche.La capacidad
antioxidante por el método de DPPH, se determing por €l método propuesto por Brand-Williams et al.
(1995) con algunas modificaciones. Se toman 200_ulL del extracto, se afiaden 2 mL del reactivo DPPH, y
transcurrida una hora de reposo a temperatura ambiente en la oscuridad, se determina su absorbancia a
517 nm. Los resultados se expresantambién en mM eq Trolox por mL de leche.

Preparacion y caracterizacion de CNE. La CNEfue preparada por el método de hidratacion en capa
delgada-emulsificacién, reportado previamente por Ochoaet al. (2016). Se determind el tamafio de glébulo,
distribucion de tamafios de glébulo, carga superficial y eficiencia de atrapamiento de” curcumina en las
nanoemulsiones (NE), ademas de suestabilidad durante 35 dias, en almacenamienta. a 4 °C.La
concentracion de curcumina en las NE se determin6é por HPLC de acuerdo con el métod@ descrito por
Shaik et al. (2009).Se evalu6 su actividad antimicrobiana sobre el cultivo lactico a utilizar en la elaboracion
del queso, por el método de difusion en disco descrito por Sathish et al. (2013).Los microorganismos“del

cultivo lactico previamente activado, se distribuyeronsobre la superficie de placas de petri estériles conagar

36



M17. Después se colocaron discos de papel filtro estériles de 6 mm de diametro, impregnados con la CNE
(3 pL, 6 plry~10 pL), se utilizé también un disco impregnado con amikacina como estandar de referencia
positivo y otrd con ADD estéril como estandar de referencia negativo. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 24 horas para medirel diametro de las zonas de inhibicién. La prueba se realizo por triplicado.
Elaboracion delos quesos tipo Manchego.Se utilizé leche cruda entera de ovejas Pelibuey paraelaborar
los quesos testigo (10 ppm-de bixina) y los quesos adicionados con CNE (5, 7.5y 10 ppm de curcumina).
La leche se pasteurizé en un sistemar discontinuo a 63 °C durante 30 min y se repartié en cuatro tinas de
acero inoxidable. Después de enfriar.a 37 °C, se adiciond bixina al tratamiento testigo y CNE a los
tratamientos restantes, cloruro de calcig™(0:02 % p/v) y el cultivo lacticoliofilizado M127 (2 g/100 L) de
Bioprox (Levallois-Perret,France), se agité por10yminy se dejé reposar por 30 min mas. Se agregolel cuajo
de origen microbiano (15 mL/100 L) de Cuamex\(Querétaro, México). El proceso de cuajado durd 45 min.
La cuajada se cort6 en cubos de aproximadamente 4 cm3, se agitd durante 30 s y se dejd en reposo
durante 15 min. La temperatura se elevo a 40-°C-por, 30 min para el escaldado y contraccion dela cuajada.
Se efectud el desuerado, el moldeado y el prensado durante8yh para expulsar el suero y formar una
corteza resistente en los quesos. Se procedié al salado por frotacCion(25 g/kg) y se llevd a cabo su
maduracion por un periodo de 60 dias a 10 °C.

Caracterizaciondelos quesos tipo Manchego.Se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas del
queso testigo yde los quesos adicionados con CNE de acuerdo con la NormasMexicana F-462-1984.Su
composicion en acidos grasos se determindpor CG, previa extraccién de la grasa-por la metodologia
descrita por Bligh y Dyer (1959), con ligeras modificaciones.Las muestras finamente ralladas (10 g) se
homogeneizaron durante 2 min con 30 mL de una mezcla de cloforormo:metanol (1:2 v/v) y 2 mL de ADD,
empleando un homogeneizador Ultra-Turrax IKA T25. Se afiadieron 9 mL de cloroformo a la mezcla y
después de homogeneizar durante 30 s, se afiadieron12 mL de ADD, la mezcla se homogeneiz6 por-30 s

mas. El homogeneizado se filtré a través de papel de filtro Whatman No.1 en un embudo Buchner

37



aplicandostina ligera succién. El filtrado se transfiri a un embudo de separacién, la fase inferior se drené a
un matraz_de-fondo redondo de 250 mL y se concentré en un rota evaporador a 40 °C. Para minimizar la
oxidacion de los Jipidos extraidos se adicionan 10 mL de n-hexano y se trasvasan a frascos de vidrio &mbar
para evitar su exposicion a la luz, se colocan bajo corriente de nitrégeno, se tapan y se almacenan
inmediatamente a -20°°C, 'hasta su anélisis.Los lipidos extraidos se derivatizaron con metdxido de sodio y
los FAMEs obtenidos se-inyectaron al cromatografo de gases, utilizando la metodologia descrita
previamente para la grasa de ladeche:

Se evalud la protedlisis en los quesos, como nitrogeno soluble en agua, en &cido citrico, en &cido
tricloroacético y en acido fosfotlingstico, €n,porciento del contenido de nitrégeno total, de acuerdo con ; asi
como la lipdlisis, como acidos grasos libres, en,meq de KOH por cada 100 g de grasa, de acuerdo con la
metodologia de Deeth y Fitz-Gerald (1976);

Para la determinacion del contenido de fenoles totalesy la-capacidad antioxidante de los quesos, se realizd
su extraccion de acuerdo con lo reportado porRashidinejadet al. (2013) con ligeras modificaciones. Se
pesaron 10 g de queso y se homogeneizaroncon . 50'mL de una-solucion de metanol al 95% con 1% de
HCldurante 1 min a 2000 rpm, posteriormente secolocaron en un_agitador orbital a 200 rpm durante 30
mina 50 °C. La mezcla se centrifugddurante 10 minutosa 4500 rpm Yy se'recuperd el sobrenadante para
llevar a cabo las determinaciones analiticas.El contenido fendlico de los quésos se determind por el método
de Moo-Huchinet al. (2015).Se tomaron 100 uL del extracto, se afiadieron 2.90/mLk de ADD y 250 ulL del
reactivo Folin-Ciocalteu. Se deja reposar por 8 min, se adicionan 750 uL de una solucién‘de carbonato de
sodio al 20 % y 950 uL de ADD. Después de 45 minutos de reposo, se mide la absorbaneia.a 760 nmy se
calcula su concentraciéncomo mg eq de &cido galico por 100 g de queso.

La capacidad antioxidante por el método de FRAP se llevd a cabo de acuerdo con el procedimiento
propuesto por Benzie y Strain (1996).Se afiaden 150 uL del extractoa 4500 uL del reactivo FRAP y 450" uL

de ADD. La reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente en la oscuridad y transcurrida una hora, se
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mide la abSorbancia a 593 nm. Los resultados se expresanen mM eq Trolox por g de queso. La capacidad
antioxidante”por el método de DPPH, se determind por el método propuesto por Brand-Williams et al.
(1995) con algunas modificaciones. Se toman 125ulL del extracto, se afiaden 4.875 mL del reactivo DPPH,
y transcurrida una-hora,de reposo a temperatura ambiente en la oscuridad, se determina su absorbancia a
517 nm. Los resultados.se expresantambién en mM eq Trolox por g de queso.

La medicién del color, en unidades de L* a* b*de la escala de color CIE Lab, se realizpara cada uno de los
quesos, en tres sitios diferentes dessu superficie. Para su medicion se utizaron imagenes digitales en
formato RGB tomadas con una camara digital de 5 megapixeles con una resolucion de imagen de
2560x1536 y la aplicacién ColorMatch v1:0: para la obtencion delos valores de L*, a* y b*.

Las caracteristicas sensoriales de los quesgs, adicionados con CNE se determinaron a través de una
prueba de nivel de agrado utilizando una-gscalasestructurada de 9 puntos, con consumidores. Los jueces
recibieron cuatro muestras de queso tipo-Manchego: una-del queso testigo (con 10 ppm de bixina) y tres
mas de los quesos adicionados con CNE (5;°7.5~y 10 ppm).'Las muestras fueron cortadas en cubos de
tamafio homogéneo (1 cm?3), colocadas en recipientes de plastico,tapadas y refrigeradas a 8 °C. Para ser
presentadas a los consumidores fueron codificadas utilizando nimeros aleatorios de 3 digitos.

Analisis de datos. Los resultados se analizaron por medio de un apalisis de varianza con posterior
andlisis de comparacion de medias. Se empled una prueba de Tukey a una P < 0.05 con el paquete

estadistico STATISTICA V. 6.0.
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RESULTADOS

Caracterizacién de la leche. Lascaracteristicas fisico-quimicas de la leche de oveja Pelibuey se muestran
en la Tabla 1; asi como su capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales. La concentracion de
acidos grasos en.la’ grasa de la leche de oveja se muestra en la Tabla 2. Los &cidos grasos mas
abundantes fueron el &cido, palmitico C16:0, el oleico C18:1(n-9) y el miristico C14:0, con 228.71 £+ 7.15,
215.93 £ 3.36 y 93.25 £ 2.60/mg/g de grasa, respectivamente.

Preparacion y caracterizacion de#CNE. Se obtuvo un tamafio de glébulo de 59.98 £ 1.15 nm, la
distribucion de tamafios de glébulo-Como indice de polidispersidad (Pdl) fue 0.45 £ 0.02 y la carga
superficial como potencial zeta (C) fue -6¢88 % 1.03. Su eficiencia de atrapamiento fue del 103.43 + 3.54 %,
atrapando 2.59 + 0.09 mg / g de curcumina.Al'comparar el tamafio de particula del dia cero (59.98 + 1.15
nm) y el del dia 35 de almacenamiento (78:52 +'0.64 nm), se observo que el tamafio aumentd ligeramente
con el transcurso del tiempo,pero a pesar de €llo no sobrepasé el rango establecido, lo que resulta en
estabilidad de la nanoemulsién.Ensayo de“agtividad antimicrobiana de la NE. Se demostr6 que las
nanoemulsiones de curcumina no inhiben el desarrollo de los”microorganismos presentes en el cultivo
(Lactococcuslactis subsp. lactis y Lactococcuslactis subsp. cremoris).

Caracterizacion de los quesos tipo Manchego.La Tabla 3 muestra €l efecto de la adicion de curcumina
nanoemulsionada en la composicion de los quesos, asi como su prote6lisis y lipélisis. No se observaron
diferencias estadisticas en la humedad, solidos totales, solidos no grasos, ‘préieina, grasa, cenizas y
actividad de agua. En cuanto a las fracciones de nitrégeno soluble en agua, en citrato.de'sodio y en &cido
fosfotingstico si se observaron diferencias(p > 0.05), donde los tratamientosy cen curcumina
nanoemulsionada presentaron mayores valores que el queso testigo. Por su parte, las fracciones de
nitrogeno soluble en acido tricloroacético no presentaron diferencias estadisticas. Los quesos) con
curcumina nanoemulsionada presentaron mayor contenido de acidos grasos libres que el queso testigerEn

relacion con el Perfil de acidos grasos del queso, en la Tabla 4 se muestran los acidos grasos presentes en
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el quesosDestaca el alto contenido de los &cidos grasos saturados palmitico (C16:0), miristico (14: 0) y
estearico (18:-0), y como &cido graso monoinsaturado el oleico (18: 1n-9). La tabla 5 muestra los resultados
de la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales presentes en el queso. Como puede
observarse en amhos ensayos de capacidad antioxidante y en el contenido de fenoles totales los quesos
con 7.5y 10 ppm de.eurcumina nanoemulsionada presentaron mayor capacidad antioxidante que los
quesos con 5 ppm de curcymina nanoemulsionada y 10 ppm de bixina (testigo). En la tabla 6 se muestran
los valores arrojados en la medi€ion.del color en los quesos. Los valores de L* y a* fueron menores en los
tratamientos con curcumina y el valorde b* fue menor en el queso control, significa que al afadir
curcumina nanoemulsionada disminuye(la,Juminosidad en los quesos y estos adoptan un color verde-
amarillo.Los resultados de la evaluacion sensorial para el queso tipo manchego madurado durante 60 dias
se muestran en la Tabla 7.Los cuatro tratamientos presentaron diferencias significativas en cuanto al color,
olor, sabor y apariencia; sin embargo fueron.aceptados por los consumidores al no presentar diferencias en

la aceptacion global.

DISCUSION
Caracterizacion de la leche. Resultados similares en la composicién de leche de oveja se reportaron en el
estudio realizado por Gomez-Cortés et al. (2009) donde se obtuvo 6.51% de _grasa, 5.89 % de proteina,
4.91 % de lactosa y 17.97 % de sdlidos totales. Por su parte Nudda et al. 2005 reportaron valores de grasa
y de proteina 6.16% (+ 0.26) y 5.42% (£ 0.03) respectivamente. También Bucevic-Popovic et al. (2014)
reportaron valores similares en cuanto a la densidad 1.0263 + 0.07 g/L, sdlidos totales™6%3 + 0.07 %,
lactosa 4.29 + 0.07 %, grasa 5.60 + 0.25 % y proteina 5.80 £ 0.09 %.Kremer y Rosés (2016)_evaluaron el
contenido de grasa, proteina y lactosa en la leche de ovejas Frisona-Milchschaf, las cuales fueron divididas
en dos grupos, G1, ordefiado a maquina una vez al dia (7:00 h) y Gy, dos veces al dia (7:00 y 18:00 ). El

porcentaje de grasa, proteina y lactosa fue de 5.54 + 0.53, 5.57 + 0.64 y 5.10 + 0.43 en G4, mientras que
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en el Gysfueron de: 6.02 £ 0.60, 547 + 0.34 y 5.33 £ 0.23 respectivamente. Estos resultados fueron
semejantes-a-los del presente estudio.Conrespecto a la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles
totales de la leche, Yilmaz-Ersan et al. (2018) realizaron un estudio en leche cruda y pasteurizada de oveja
para elaborar kéfir,. donde los valores de DPPH y fenoles totales fueron méas bajos para leche de oveja
tratada térmicamente que para leche cruda, mientras que el valor de FRAP fue mayor.

En relacion con el Perfil de“acidos grasos de la leche, en el estudio realizado por Gémez-Cortés et al.
(2009) se obtuvieron resultados @imilares a los de este trabajo, donde los valores de algunos acidos grasos
de la leche de oveja fueron los siguientes: el acido butirico (C4:0) y acido caproico (C6:0) presentaron 4.50
y 3.17 (g de &cido graso/ 100 g del total"de)esteres metilicos de &cidos grasos) respectivamente, al igual
quelos &cidos grasos saturados palmitico (C4€:0), miristico (14: 0) y estearico (18: 0) con 26.14, 9.27 y
9.67 (g de &cido graso/ 100 g del total derésteres metilicos de acidos grasos) respectivamente.Desde un
punto de vista quimico, un &cido graso puede.ser esterificado en tres posiciones diferentes del triglicérido.
La sintesis de triglicéridos lacteos tiene lugar-en-el reticulo endoplasmatico de las células de la glandula
mamaria por tres enzimas diferentes: Glicerol-3-fosfato .aCiktransferasa (GFAT) que cataliza la
esterificacion de &cidos grasos en la posiciéon sn-1, acido liso-fosfatidico acil-transferasa (ALFAT) en la
posicion sn-2 y la diacilglicerol acil-transferasa (DGAT) que promueve la esterificacion de acidos grasos en
la posicion sn-3 (Serra et al. 2018). Los acidos grasos muestran una afinidad diferente para estas enzimas,
lo que resulta en un composicion diferente de acido graso de las posiciones de, triglicéridos (Yen et al.
2008). Los acidos grasos de cadena corta (C4: 0, C6: 0 y C8: 0) estan esterificados preferentemente en a,
lo que sugiere una mayor afinidad para GFAT y DGAT, mientras que los de cadena larga (pfincipalmente
C12: 0, C14: 0) son preferencialmente esterificados en B (mayor afinidad por ALFAT) (Yen et al.
2008).Cabe destacar que solo dos posiciones tienen importancia nutricional; la posicién o (sn-1,3) y la B

(sn-2), aunque 3 tiene una preferencia en cuanto al estado nutricional comparado con a. (Serra et al. 2018).
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Preparacion y caracterizacion de CNE. Se considera NE a una emulsién con tamafios de gota en el
rango de 20500 nm (Cardoso-Ugarte y Jiménez-Munguia 2015), aunque segun Shah et al.(2010), las NE
son emulsiones con didmetros de gota promedio que varian de 50 a 1000 nm. El tamafio de glébulo de la
CNEobtenida en este trabajo, se encuentra dentro de las escalas nanométricas mencionadas por ambos.El
tensoactivo utilizado en_su formulacién tiene un impacto apreciable sobre el diametro medio de gota de las
emulsiones formadas; Chang"y.McClements(2014), reportanNEde apariencia transparente, de gotas muy
finas (d = 25 nm), preparadas(confween 40, 60 y 80; mientras que utilizando Tween 20, 85, o Span
80,reportan emulsiones opacas, de tamafios de gota grande e inestables a la separacion gravitacional.

El indice de polidispersidad (Pdl), describea dispersion en la distribucion de tamafios de glébulo en la NE;
valores inferiores a 0.2, describen a NE de buéna calidad y alta estabilidad, mientras que valores cercanos
a 1, indican una mala calidad e inestabilidad (Klang y Valenta 2011).El potencial zeta (C), describe el
potencial eléctrico en la doble capa, enla-superficie de las nanoparticulas y esta influenciado por la
composicion de la particula y el medio en el que se dispersa; nanoparticulas con un potencial zeta fuera del
rango de £30 mV, han demostrado ser estables en suspension; debido a que la carga superficial evita la
agregacion de las particulas (Velasco-Rodriguez et al. 2012; Kirby 'y Hasselbrink 2004).

Ochoa et al. (2016) formularon nanoemulsiones de curcumina por estesmismo método y obtuvieron los
siguientes resultados: un tamario de glébulo de 108 + 1 nm, indice de polidispersidad 0.11+ 0.02, potencial
zeta -7.9 £ 0.6 mV, con una eficiencia de atrapamiento 100 £ 0.8 %; resultados’Similares a los obtenidos
en este trabajo.

En relacion con el ensayo de actividad antimicrobiana de las NE,no se ha encontradoquela curcumina
inhiba la accion de estas bacterias acido lacticas pero si se ha reportado la actividad antimi¢robiana de la
misma ante microorganismos patdgenos como Staphylococcus aureus (Teow et al. 2016), Escherichia coli
0157:H7, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium

(Hosny et al. 2011) y Helicobacter pylori(Hussein et al. 2007), por citar algunos ejemplos.
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Caracterizacion de los quesos tipo Manchego.Lobato-Calleros et al. (2003) report6 valores de humedad
similares aslos de esta investigacion, sin embargo, estos valores fueron menores a los reportados por
Salazar-Montoya‘et al. (2017), esto puede ser debido a las diferencias en las metodologias utilizadas en la
fabricacion del queso.Con respecto al contenido de sélidos totales, se obtuvieron valores menores de estos
en el estudio realizade_por, Salazar-Montoya et al. (2017) y Cabezas et al. (2007) mostraron valores de
solidos totales entre 57.54'y64.95% al comienzo de la maduracion y aproximadamente 60% a los 60 dias.
Los niveles de grasa fueron mag bajes que los reportados por Cabezas et al. (2007) en queso manchego;
esta diferencia puede ser causada per el tipo de materia prima utilizada y el tipo de microorganismos que
llevan a cabo la madurez. En las investigaciones realizadas por Salazar-Montoya et al. (2017) y Lobato-
Calleros et al. (2003) también se obtuvieron™niveles mas altos de grasa en queso tipo manchego con
microorganismos en estado libre. En cuante al contenido de proteinas, se obtuvieron resultados similares a
los reportados por Salazar-Montoya et al.{2017).y Lobato-Calleros et al. (2003) en queso tipo manchego y
a los reportados por Lee et al. (2015) en queso-appenzellers

Algunos trabajos realizados en quesos a los cuales se les determind protedlisis son los presentados por
Tejada et al. (2008) en queso de leche de cabra (Murcia al Vino) con.cuajo de ternera y coagulante vegetal,
donde los quesos producidos con coagulante vegetal presentaron una’proteolisis mas intensa; asi también
Pino et al. (2009) reporté que los valoresde nitrogeno soluble para el queso_elaborado con coagulante
vegetal en polvo (16.4 + 0.6 g 100 g ' NT) fuemas alto que las muestras obtenidas con cuajo de ternero
(11.3 £ 3.2 g 100 g -' NT). También se demostré que el contenido de nitrégeno seluble en agua fue
ligeramente superior al control al adicionar dos tipos de lipasa (Palatasa M y Lipasa 50)eneapsuladas en
liposomas en queso Cheddar (Kheadret al. 2002).

Kheadret al. (2002) también reporté que la produccién de &cidos grasos libres se aceleré mediante la
adicion de estas enzimas encapsuladas. Por otra parte, Karaca y Gliven (2018) también reportaron quelos

suplementos de enzimas Neutrase, originada por Bacillus subtilis y Piccantase A, originada por Mucor
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miehei, provocaron un aumento de la protedlisis y lipdlisis en quesos blancos. En el trabajo realizado por
Del Olmo et"al. (2019) se estudio la suplementacion con cinco especies de algas comestibles en queso
Ibérico semidur@” conHimanthalia elongata, Laminaria ochroleuca, Porphyra umbilicalis, Ulva lactuca o
Undaria pinnatifida.y“su efecto sobre la protedlisis y lipélisis. En el mismo se registré una fuerte correlacién
entre la actividad lipasa de*las algas deshidratadas y la concentracion de &cidos grasos libres totales
siendo mas intensa la lipdlisis en el queso con U. lactuca afiadida que mostro en el dia 60 de maduracion
6.0 veces mas concentracién defacides grasos libres totales que el queso control.

Los acidos grasos mas abundantes-€n este queso coinciden también con los reportadospor Cortes y
Guedes (2010) en su investigacién.Se observa que los acidos grasos C4:0 y C6:0 en los tratamientos con
curcumina tuvieron una ligera disminucién a“medida que aumentaba la concentracion de la misma.La
interpretacion de estos resultados puede_explicarse por la posicion de los acidos grasos en el triacilglicérido
que no es aleatoria. En un estudio realizade por De la- Fuente et al. (1993), donde establecieron una
comparacion entre los niveles de diferentes“acidos ,grasas’en las fracciones de triglicéridos y de acidos
grasos libres, demostraron que existian diferencias_para los acidos,grasos de cadena corta y media (C4:0,
C6:0 y C8:0) en ambas fracciones, particularmente en el caso de.os &cidos butiricos y caproicos. Los
acidos grasos C4: 0 y C6: 0 se encuentran predominantemente en la posicion sn-3 y las posiciones sn-1'y
sn-3, respectivamente; a medida que aumenta la longitud de la cadena hasta C16: 0, se esterifican en la
posicion sn-2. C18: 0 generalmente se encuentra en la posicion sn-1, mientras que los acidos grasos
insaturados se esterifican principalmente en las posiciones sn-1y sn-3 (Collins et al#2003).Segun De la
Fuente et al. (1993) las lipasas involucradas en la maduracion del queso principalmenterhidrOlizan acidos
grasos de cadena corta y tienden a ser especificas para la posicién sn-3. Por su parte, la mayoria de los
acidos grasos de cadena larga que presentaron diferencias significativas, la concentracion fue mayor a

medida que aumentaba la concentracion de curcumina.
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En cuanto”a la capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales, resultados similares a los de este
trabajo fueroh-reportados por Sharma et al. (2011) que estudiaron la capacidad antioxidante y el contenido
de polifenoles en mezclas de brécoli y queso en polvo, reportando que la muestra que contenia 10% de
polvo de brotes de.brocoli secos convencionales tuvo la menor cantidad de polifenoles totales mientras que
la muestra que contenia'50% de polvo tuvo la mayor cantidad de los mismos. Por otra parte Rashidinejad
et al. (2016a) estudiaron ekefecto de las catequinas del té verde sobre las propiedades antioxidantes y la
microestructura del queso, y la"recuperacion de las mismas después de una digestion gastrointestinal
simulada, donde el queso fortificada-eon 1000 ppm de extracto de té verde mostré un mayor contenido de
fenoles totales comparado con los otrog™dos quesos que contenian 250 y 500 ppm. Este mismo autor
report6 valores de FRAP donde el queso fortifitado con 500 ppm de extracto de té verde en los tres puntos
diferentes de maduracién (Dias 0, 30 y_90) fueron significativamente mas bajos (p < 0.05) que el queso
fortificado con 1000 ppm de extracto de té*verde.En 2016; Rashidinejad et al. (2016b) estudiaron el efecto
de catequina en el contenido fendlico y la=actividad antioxidante de un queso rico en grasa, donde
demostraron que la adicién de catequina aumenté los Valores de'FRAP y el contenido de fenoles totales.
Batool et al. (2018) estudiaron el impacto de la vitamina E y el selenio en la capacidad antioxidante y la
oxidacion de lipidos del queso Cheddar con maduracion acelerada. Uno_de los métodos empleados fue el
ensayo DPPH donde las muestras suplementadas con selenio y vitamina E fueron superiores a los no
suplementados y al queso estandar. A medida que aumentaba la concentracion®de vitamina E o selenio
aumentaba la capacidad antioxidante, y esta era aun mayor cuando se usaban en combihacion.

En relacién con el color, Tarakci et al. (2011) determinaron la influencia del ajo silvestregSobre el color en
queso Herby Pickled y sus resultados se comportaron similares a los de esta investigacién conysespecto a
los valores de L* que disminuyeron con la adicion del ajo silvestre. Wadhwani y McMahop”(2012)
estudiaron el color del queso Cheddar bajo en grasa y su influencia en la percepcion del sabor y el'gdsto

del consumidor; en su caso los valores de b* también aumentaron a medida que los quesos contenian
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mayor cantidad de annato, acentuando asi el color amarillo. En la mayoria de los trabajos encontrados en
la literaturas€hvalor de a* en los quesos normalmente aumenta con la maduracién, aungque a veces con
valores positivos/(EI-Nimr et al. 2010) y otras con valores negativos (Tarakci et al. 2011). En este caso los
tratamientos con cureumina presentaron valores negativos lo que indica quesos verdes, no siendo asi en el
queso testigo donde se.obtuvo un valor positivo que representa un color rojo en el queso.

En la evaluacién sensorial,-l€eet al. (2015) tampoco encontraron diferencias en la textura y la aceptacién
global del queso Appenzeller suplementado con polvo de camarén en diferentes porcentajes. Por otra
parte, Farbod et al. (2015) investigaton el efecto del tiempo de almacenamiento en las propiedades
sensoriales del queso UF-Feta irani bajo™en grasa fortificado con aceite de pescado o polvo de aceite de
pescado. Las puntuaciones sensoriales de aceite de pescado fueron significativamente mas altas que las
de la muestra de polvo de aceite de peseado (P <0.05), y obtuvieron hasta el 70% de la aceptabilidad
general después de 30 y 60 dias de almacenamiento por su mejor dureza, textura y sabor.

Otros trabajos realizados en queso manchego -sen, los reportados por Fernandez-Garcia et al. (2002a)
donde establecieron una comparacion de las caracteristicas senSoriales entre queso manchego elaborado
con leche cruda y pasteurizada, donde los quesos realizados.«Con leche cruda tuvieron puntajes
significativamente méas altos para la intensidad de olor y aroma ‘enstodas las etapas de madurez.
Fernandez-Garcia et al. (2002b) también estudiaron la variabilidad estacional de la fraccidn volatil de la
leche cruda del queso manchego y sus caracteristicas sensoriales, donde no s€,encontraron diferencias
estacionales significativas (P> 0.05) para la calidad o puntuaciones de intensidad.

Santillo y Albenzio et al. (2015) determinaron el perfil sensorial en un queso ovino funcienal, dondelos
quesos con probidticos obtuvieron calificaciones mas altas para los atributos salados y picantes que el
queso control; ademas se detectd un efecto de interaccién del probiético, el género y la edad de los

consumidores en el gusto percibido y esperado.
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CONCLUSIONES
La adicion.de-curcumina nanoemulsionada en la elaboracién de queso tipo manchego con leche de oveja
pelibuey tuvo“un/efecto positivo en la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales del mismo.
Esto se demostr6 ‘principalmente al observarse que los quesos que contenian curcumina nanoemulsionada
presentaron mayor capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales que el queso testigo. Ademés no
se observaron diferencias ‘estadisticas en la humedad, solidos totales, sélidos no grasos, proteina, grasa,
cenizas y actividad de agua de’los.mismos. A pesar de presentar diferencias en el olor, sabor, textura,
apariencia y color (caracteristica qle”se vio mas afectada al obtenersequesos verde-amarillos y menos
luminosos) los quesos fueron aceptados sensorialmente. A su vez el grado de protedlisis y lipdlisis fue

mayor en los quesos con curcumina nanoemulsSionada.
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Tabla 1. .Caracteristicas fisico-quimicas de la leche de oveja Pelibuey utilizada en la elaboracién de los
quesos tipo Manchego adicionados con curcumina nanoemulsionada

Caracteristica Valor obtenido*
Densidad a"15°C (g/mL) 1.0304 £ 0.0003
Acidez expresada como &cido lactico (g/L) 2.25 +0.01
Sélidos totales (% piv ) 1714 £0.19
Sélidos no grasos( % p/vs) 11.73 £0.22
Lactosa (% p/v) 4.50 £ 0.07
Proteina (% p/v) 5.66 £ 0.07
Grasa (% p/v) 541+£0.25
Cenizas (% p/v) 1.06 £ 0.05
Fenoles totales (mg eq de acido galico/L) 139.34 + 26.37
Capacidad antioxidante por el método de DPPH (mM eq Trolox/mL) 15.99 + 3.58
Capacidad antioxidante por el métodosde FRAP (mM eq Trolox/mL) 5.06 + 0.97

*Cada valor representa la media de tres‘determinaciones+ desviacion estandar.
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Tabla 2. .Concentracién de acidos grasos en la grasa de laleche de oveja Pelibuey utilizada en la
elaboracion de los quesos tipo Manchego adicionados con curcumina nanoemulsionada

g de acidos grasos porcada 100 g

Acido graso de grasa’
4:0 3.106 £ 0.113
6:0 2.318 £ 0.055
8:0 2.174 £0.093
10:0 6.031 £ 0.360
12:0 4.070 £ 0.259
14:0 9.253 £ 0.324
14:1 n-9 0.200 £ 0.006
14:1 n-7 0.196 £ 0.005
14:1 n-5 0.359 £ 0.012
15:0 0.668 £ 0.019
15:1 n-7 0.208 £ 0.007
16:0 22.554 £ 0.651
16:1 n-9 0.397 £ 0.011
16:1 n-7 0.868 £ 0.027
16:1 n-3 0.304 £ 0.016
17:0 0.436 £ 0.010
17:1 n-8 0.205 £ 0.016
18:0 8.738 £ 0.263
18:1 n-9 22082 £ 0.783
18:2 n-6 2.063 £ 0.157
18:3n-3 0.321 £0.040
Sumatorias
Saturados 59.350+4.920
Monoinsaturados 24.818+ 0.883
Poliinsaturados 2.384+ 0.113
Cadena corta 3.106+ 0.113
Cadena media 14.593+ 0.767
Cadena larga 68.853+ 2.262
Omega 3 (n-3) 0.625+ 0.024
Omega 6 (n-6) 2.063+ 0.153
n-6/n-3 3.301+ 0.037
Aterogénicos 35.878+ 1.234
indice de aterogenicidad 2.340 £ 0.005

* Cada valor representa la media de tres determinacionest
desviacion estandar.
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Tabla 3.Efecto de la adicion de curcumina nanoemulsionada en la composicion delos quesos tipo
Manchego elaborados con leche de oveja Pelibuey

Caracteristica

Tratamientos

Curcumina nanoemulsionada

Testigo*
5 ppm 7.5 ppm 10 ppm

Humedad (% plp) 50.87+004 49420777  4934%236° 4417 £4.67°
Sélidos totales (% plp) 4913+094  5058+077°  50.66+236° 5583+ 4670
S6lidos no grasos (% plp) 2731£201s  2808:2240 2709200 3137 £4.53
Proteina (% plp) 2043+043  2285+0410 23310118 23544063
Grasa (% plp) 21824122  2050+1470 2357061 2446 +2.00°
Cenizas (% plp) 564 + 0,03 3.66 + 0,042 3714018 375+ 0,012
Actividad de aguaa 25.5 °C 006900012  0972£0001° 097240003  0.973 +0.0042
Rendimiento (% pp) 1797 2067 1605+ 050° 1694+ 0100  16.29+ 0.56°
Nitrogeno total (% plp) 350 £0.07° 3580070 365+ 0.03° 3.69 % 0,097
E/irt)r)"’ge“(’ solbleenagua (% 4014 0fgel.  115£019%  147£005% 136015
El'ttrrlggi%’ ;/"p')”b'e en acido 060+ 0.067c=> 065+ 0.01%  069+0.045 0744007
t';‘:gg?f:;’e;‘c’:)”f’o'/f s/r;)ac'do 057 £0.08° 051 + 0,022 0,55 + 0,03 055 + 0,022
][\'o';z?f:;sz‘c’l)uf’o'/‘: s/r;))ac'do 0150019, 049#002% 0224002 030 £ 0.01°
Nitrogeno soluble en 288442014 o 3226664 318041419  37.01+513
agua/nitrégeno total (% p/p)

Acidos grasos libres (meq de 313+ 0,250 944 + 0,140 197 0430 1.99 +0.23°

KOH/100 g de grasa)

Cada valor representa la media de tres determinaciones + desviacion. estandar; dentro de la misma fila
letras distintas representan diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05). *Testigo:
queso elaborado con leche de oveja Pelibuey adicionada con bixina(10 ppm).
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Tabla 4. Efecto de la adicién de curcumina nanoemulsionada enel contenido de fenoles totales y

capacidad antioxidante de los quesos tipo Manchego elaborados con leche de oveja Pelibuey

Tratamientos

Caracteristica . Curcumina nanoemulsionada
Testigo*
5 ppm 7.5 ppm 10 ppm
Fenoles totales (g eq de 21349+ 3567 24565+ 8810  280.90+313%  307.91+ 4419

acido galico/100 g de queso)

Capacidad antioxidante“porel

método de DPPH (mM eq de 11.66 £ 0.812 11.90 £ 0.39° 12.66 + 0.47% 13.73 + 0.64°
Trolox/g de queso)

Capacidad antioxidante por el

método de FRAP (mM eq de 345 +0.032 3.74 £ 0.302 4.27 +0.09° 4.73+0.10°
Trolox/g de queso)

Cada valor representa la media dettrés» determinaciones + desviacion estandar; dentro de la misma fila
letras distintas representan diferencias_significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05).*Testigo:

queso elaborado con leche de oveja Pelibuey adicionada con bixina (10 ppm).
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Tabla 5. .Efecto de la adicidén de curcumina nanoemulsionada en la concentracion de acidos grasos, en g
por'cada 100 g de la grasa, de los quesos tipo Manchego elaborados con leche de oveja Pelibuey

Tratamientos

Acido graso . Curcumina nanoemulsionada
Testigo
5 ppm 7.5 ppm 10 ppm
4:0 3.32 £ 0.34a 13.02 £ 0.18° 6.50 £ 0.46° 2.82+0.112
6:0 2.09 £ 0.332 458 + 0.49° 3.65+0.01° 2.09 £ 0.032
8.0 2:03 £ 0.222 2.69 £ 0.202 2.22 £ 0.212 2.00 £ 0.012
10:0 549 +.0.612 5.77 £ 0.252 5.62 £ 0.132 5.44 + 0.072
12:0 3.43 0:108 3.43+0.032 3.50 £ 0.402 3.66 £ 0.052
14:0 7.00 +£0.982 7.40 + 0.662 7.95+0.912 8.66 £ 0.102
14:1 n-9 0.15 £ 0.042 0.17£0.0120 0.18 £ 0.01° 0.19£0.01°
14:1 n-7 0.14 £ 0.01a 0.16 £ 0.012 0.18 £ 0.01° 0.15+0.012
14:1 n-5 0.26 £ 0.01° 0.22 £ 0.01a 0.25+0.01° 0.34 £ 0.01¢
15:0 0.50 £ 0.01a 0.55 £ 0.032 0.61 £ 0.02¢¢ 0.65+0.01¢
15:1 n-7 0.15£0.01a 017 £ 0.0220 0.19£0.01a 0.20 £ 0.01°
16:0 16.80 £ 0.74a 1957+ 0.75° 20.31 £ 0.66° 20.66 £ 0.17°
16:1 n-9 0.23 £ 0.012 0.32 £ 0.01° 0.36 £ 0.03° 0.37 £0.01°
16:1 n-7 0.28 £ 0.01a 0.37 £ 0:02° 0.38 £ 0.03° 0.38 £ 0.01°
16:1 n-3 0.20 £ 0.01a 0.27 £ 0102> 0.27 £ 0.01° 0.29 £ 0.01°
17:0 0.31£0.012 0.40 +£0.022 0.43 £ 0.05° 0.42 £ 0.01°
17:1 n-8 0.16 £ 0.012 071 7-4,0.012 0.23 £0.032 0.26 £ 0.01°
18:0 6.61 £ 0.582 7.34+,0:782 7.40 £ 0.052 7.95 £ 0.092
18:1 n-9 15.36 £ 0.372 16.37 £1.552 18120 + 0.8920 2012+ 0.17°
18:2 n-6 1.48 £ 0.062 1.69 + 0.0620 179+ 0.1420 1.92 £0.01°
18:3n-3 0.25 £ 0.022 0.24 £ 0.042 0.24 £/0.052 0.32+0.012
Sumatorias

Saturados 47.59 £ 0.362 64.75 + 0.48¢ 58.17 £ 0.24¢ 54.35+0.03°
Insaturados 18.67 £ 0.492 20.14 £ 1.482 22.29 £ 1.17a0 2456 £ 0.17°
Monoinsaturados 16.94 £ 0.402 18.21 £ 1.502 20.25 £ 0.99a0 22.32 £ 0.17°
Poliinsaturados 1.72 £0.082 1.93 £0.012 2.04 £0.18% 2,24 £ 0.01°
Cadena corta 3.32 £ 0.34a 13.02 £ 0.18¢ 6.50 £ 0.46° 2:82+0.112
Cadena media 13.05 £ 1.062 16.47 + 0.98° 14.99 + 0.0420 13.49.£ 0.102
Cadena larga 49.89 + (.842 55.39 £ 0.81° 58.97 + 0.99¢ 62:91 +£0.35¢
Omega 3 (n-3) 0.45+0.032 0.51 £ 0.032 0.51 £ 0.04a 0.61%0.04°
Omega 6 (n-6) 1.48 £ 0.062 1.69 + 0.0620 1.79 £ 0.1420 1.92 £ 0.01°
n-6/n-3 0.33£0.012 0.33£0.032 0.35+0.012 0.31 £ 0.012
Aterogénicos 27.23 £ 0.142 30.40 £ 1.37° 31.75 £ 0.65° 32.98 £ 0.02°
Indice de 0.26 + 0,022 0.26 + 0,042 0.25 +0.03° 0.24 0.01¢

aterogenicidad
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Cada valor representa la media de tres determinaciones + desviacion estandar; dentro de la misma fila
letras distintas representan diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05). *Testigo:
queso elaberado con leche de oveja Pelibuey adicionada con bixina (10 ppm).
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Tabla 6.Efecto de la adicién de curcumina nanoemulsionada en el color de los quesos tipo Manchego
elaborados.con leche de oveja Pelibuey

Tratamientos

Parametro . Curcumina nanoemulsionada
Testigo*
5 ppm 7.5 ppm 10 ppm
L* 77.13+ 1.512 75.03+ 0.492b 74.03+ 1.04ab 76.50+ 0.36°
a* 0.57+£0.672 -0.90+ 0.78p -0.73+ 0.76° -1.90+ 0.78¢
b* 1957+ 1.662 18.07+2.12° 18.80+ 1.77° 20.30+ 0.90°

Cada valor representa lasmedia de tres determinaciones + desviacion estandar; dentro de la misma
fila letras distintas representan diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey
(p<0.05).L* luminosidad, a#*coordenadas rojo/verde,b*coordenadas amarillo/azul.*Testigo: queso
elaborado con leche de oveja Pelibuey adicionada con bixina (10 ppm).
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Tabla 7. .Efecto de la adicion de curcumina nanoemulsionada en las caracteristicassensoriales de los
quesos tipo Manchego elaborados con leche de oveja Pelibuey

Caracteristica

Tratamientos

Curcumina nanoemulsionada

Testigo*
5 ppm 7.5 ppm 10 ppm
Color 6.80 £ 1.692 6.06 + 1.95° 6.09 + 1.87° 5.89 £ 2.06°
Olor 6.85 + 1.682 6.16 + 1.88° 6.40 £ 1.60% 6.16 £ 1.92°
Sabor 5.08 £2.172 5.27 + 2.22a 5.31b+ 2.24a 5.19 £ 2.362
Textura 5.97 £ 2.002 5.92 + 2.062 6.04 + 2.022 6.00 £ 2.152
Apariencia 6.74 + 1.812 5.67 +£2.00° 577 £2.08° 570 £2.22°
Aceptacion global 582 £2.142 5.46 + 2.062 5.66 £ 2.052 573+2.132

Cada valor representa la media de 100 determinacionest desviacién estandar; dentro de la misma fila
letras distintas representan diferenciasssignificativas de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05). *Testigo:
queso elaborado con leche de oveja Pelibugy adicionada con bixina (10 ppm).
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CAPITULO Il.Changes during the ripening of manchego cheese elaborated

with sheep's milk.-and nanoemulsioned curcumin
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ABSTRACT

In the present study, manchego cheeses made with pelibuey sheep's milk and with
different”concentrations of nanoemulsified curcumin (5, 7.5 and 10 ppm) were
manufactured,to which the bromatological composition, the lipid profile and the
antioxidant capacity,were evaluated, the content of total phenols, color, proteolysis
and lipolysis at diffegent.ripening times. Statistical differences were observed in the
moisture of the cheeses, \which decreased over time, corresponding to this an
increase in the total solids.Fatty acids: palmitic, oleic, stearic and myristic were the
most abundant in all cheeses. Both short-chain and long-chain fatty acids showed
a downward trend throughout ripening. Antioxidant capacity, total phenol content
and proteolysis increased in alldreatments during ripening. The cheeses showed a
progressive lipolysis until day 40;_from thereshere was a slight decrease in it. The
parameters evaluated in the color=indicated ‘yellow-green and less luminous
cheeses.

Keywords: Sheep's milk Pelibuey, nanoemulsions, curcumin, proteolysis, lipolysis.

1. INTRODUCTION

Cheese ripening is a complex and slow biochemical process«(Fox, 1989) that
involves three basic events: metabolism of residual lactose, lactate_and citrate;
lipolysis and proteolysis (Mcsweeney, 2004). These primary events are followed by
secondary biochemical events, which include the metabolism of fattylacids and
amino acids, which play an important role in texture attributes and in the production
of sapid compounds (Karaca & Gulven, 2018; Mcsweeney, 2004

Saldo,McSweeney, Sendra, Kelly, & Guamis, 2002). Manchego-type cheese is one
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of the® most economically important and consumed mature cheeses in Mexico
(INEGK"2017; SIAP, 2016; Villegas & Cervantes, 2011), which is made with whole
cow's milk/(Villegas, 2003; Lobato-Calleros, Velazquez-Varela, Sanchez-Garcia,
Vernon-Cartery 2003), although sheep's milk can also be used because of its high
content of proteins ‘and total solids (FAO, 2016).

Given the interest afsthe population for foods that not only comply the nutritional
function but also have @ beneficial effect on health (Cortés-Sanchez et al., 2016;
Holdt & Kraan, 2011) and-for the use of natural antioxidants of food sources
instead of synthetic antioxidants, that have been restricted due to their toxic and
carcinogenic effects (Abdel-Hameed, INagaty, Salman, & Bazaid, 2014; Zambonin
et al.,, 2012); it would very important to analyze the changes that occur in the
ripening of Manchego-type cheese-through the addition of the bioactive compound
curcumin, which is extracted from theturmerie/plant (Curcuma longa L.) and whose
antioxidant properties have been recognized (Grynkiewicz & Slifirski, 2012; Li et
al., 2011; Witkin & Li, 2013); as well as its therapeuticpotential for the treatment of
different diseases (Akram et al., 2010; Di Martino "etsal., 2017; Kostéalovaa,
Bezakovab, Rackovac, MoSovskaa, & Sturdika, 2013). “However, curcumin is
practically insoluble in water and presents low bioavailability {(Modasiya &Patel,
2012), so is necessary to nanoemulsify it to improve its solubility andvavailability
(Mohanty & Sahoo, 2010). That is why in the present research work isrinténded to
evaluate the changes that occur in the bromatological composition, lipid ‘profile,
antioxidant capacity, color,proteolysis and lipolysis during the ripening” of

manchego cheese made from pelibuey sheep's milk and nanoemulsified curcumin:

65



2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Manufacturing Manchego cheese with sheep's milk Pelibuey

Sheep's mitk_Pelibueywas obtained from the ranch "El Rodeo", which is located at
14 km from th€ \lllahermosa-Jalapa road, Tabasco, Mexico. The 75 liters of milk
used was subjectédsto filtration to remove the impurities. Then it was pasteurized
at 63 °C for 30 minutés,and CaCl, was added. To impart color to the cheeses, 10
ppm of the bixin colorant was added to a treatment that would be the control
cheese and the nanoemulsionswere added to the three remaining treatments in
such a way that they contained-5, 7.5, 10 ppm of curcumin, respectively.
Afterwards the milk was cooled to 87 °C, the lactic culture was added and it was
left to rest for 30 minutes. FOp'the coagulation process to occur, the rennet was
added, left to rest for 30 to 40 minutes forsthe gel to form, and then cut with
horizontal and vertical lyres forming cubes of 1€m°. It was then stirred for 1 minute
slowly and it was left to rest for 15 minutes; the temperature was raised to 40 ° C
for 30 minutes for the blanching of the grain to oc€ur its contraction and the
expulsion of the whey. Then it proceeded to salt¢to) impart flavor. The
disheveledand molding of the curd was carried out, it pressedfor~18 hours to expel
the whey from the cheese pieces and form a resistant crust. Finally, fipening was
carried out for a period of 80 days in a chamber at 10 °C. The cheeses had an
approximate weight of 0.5 kg.

Thecurcumin nanoemulsion was prepared with Tween 40, by the method of thin
layer hydration-emulsification, previously reported by Anuchapreeda,Fukumori;,

Okonogi, & Ichikawa, (2012), with some modifications. The particle size of the
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nanoemulsion was 59.98 + 1.15 nm, polydispersity index 0.45 + 0.02, and zeta
potential+6.88 + 1.03. Its concentration of curcumin was 2.59 + 0.09 mg / g, which
was detérmined by HPLC according to the method described by Shaikh, Ankola,
Beniwal, Singh, &Kumar, (2009), and its entrapment efficiency of 103.43 + 3.54%,

calculated according to Anuchapreeda (2012).

2.2. Chemical compa@sition and profile of fatty acids in Manchego cheese

Moisture, fat, proteins, total solids, ashes and fatty acid profile were determined in
accordance with Mexican Standard NMX-F-462-1984.The fatty acid profile in the
cheese was determined in the‘same way as in milk according to (NMX-F-490-
1987-NORMEX), previousextraction-of the lipids with Chloroform: Methanol (1: 2 v:

v), according to Aziz, Azlan, Ismail, Alinafiah; & Razman, (2013).

2.3. Determination of total phenelic compounds and antioxidant capacity in
Manchego cheese

Preparation of samples and extraction of antioxidants., To carry out the extraction
process, following the method reported by Rashidinejad, Birch, Sun-Waterhouse,
&Everett, (2013) with slight modifications, 10 g of cheese were weighed and 50 mL
of methanol (95% aqueous solution) wich contained 1% HCl*was, added. Then it
were homogenized for 1 minute at 2000 rpm using the Ultra-Turrax, and placed on
an orbital shaker at 200 rpm for 30 minutes at 50 ° C. Once concluded/this time, it
were centrifuged at 4500 rpm for 10 minutes, conserving the supernatant.

Total phenol content. The content of phenols was determined following the method
proposed by Moo-Huchin et al. (2015).2.90 mL of deionized water and 250 pL‘of
Folin-Ciocalteu reagent were added to 100 uL of the extract. It was left to rest for 8
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minutés and 750 uL of 20% sodium carbonate and 950 uL of deionized water were
added#After 30 minutes of rest, the absorbance was measured at 765 nm using a
spectrophotometer. The calculation was made based on a calibration curve of
gallic acid in.a’ concentration range of 0-10 ug / mL. The result was expressed in
mg equivalents of gallic acid per g of sample.

Ferric Reducing Awtioxidant Potential (FRAP). To determine the antioxidant
capacity by the FRAP method; the procedure proposed by Benzie & Strain (1996)
was followed. The FRAP assay consisted in adding 4 500 pL of the FRAP reagent
and 450 uL of deionized water(te/the test tubes containing 150 pL of the extracts.
The reaction was carried out at fFeom temperature in the dark, measuring the
absorbance at 593 nm after 1 hour. Trolox was used as the standard substance for
the calibration curve and solutions-of-known,concentration in the range of 100-800
pmol were prepared. The results ofithe antioxXidant capacity by this method were
expressed in umoles equivalent of Trolox /. g of sample.

DPPH radical scavenging activity. This determination.was carried out as proposed
by Brand-Williams, Cuvelier, & Berset,(1995), with slight modifications. It consisted
of taking 125 L of the extracts and adding 4.875 mL of the'DPPH reagent, leaving
it to stand for one hour in the dark at room temperature. After this time, the
absorbance at 517 nm was read. The calibration curve was the same’as that used

in the FRAP test.

2.4. Analysis of color in Manchego cheese
It was made using the CIE color space, of coordinates L* a* b*. These coler

parameters (L*, a* and b*) in a food sample, designate: L*, luminosity; a*, the color
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red (positive values) or green (negative values) and b*, the color yellow (positive
values)“or blue (negative values).For this, the ColorMatch v1.0 application was
used through a 5 megapixel camera with an image resolution of 2560x1536, once
the image was’taken, the reading of the values of L* a* b* was made approaching

the image closer.io a*65x55 resolution.

2.5. Lipolysis in Manchego cheese

The levels of lipolysis of the cheese samples, expressed as acid-grade values
(ADV), were determined according to the method of Deeth and Fitz-Gerald (Deeth
& Fitz-Gerald, 1976). To 3 g of‘chéese was added 5 mL of distilled water and 10
mL of a mixture of (Isopropanol: Petroleum ether: 4N sulfuric acid) 4: 10: 1. They
were homogenized and transferred, to testtubes with a screw cap. Subsequently, 6
mL of petroleum ether was added ‘and placedrin a sonicator bath at 40 ° C for 10
minutes. Once this time had elapsed,they weré removed and allowed to stand for
1 hour. After the hour, the upper phase{was remoeved with the help of a Pasteur
pipette, placing them in other test tubes. Finally the titration with KOH was carried

out to know the y Eq/ g of free fatty acids.

2.6. Proteolysis in Manchego cheese

Determination of soluble nitrogen in water (WSN). The method of Kuchroo & Fox
(1982) was used. 10 g of cheese were homogenized with 50 mL of distilled water
by means of an ultraturax. The sample was then kept in a water bath at 40\°)C for
30 min, centrifuged at 4 500 rpm for 10 min and then filtered through Whatman,No.
40 paper. An aliquot of 2 mL was used for the determination of nitrogen according
to the Kjeldahl technique (AOAC, 1995).
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Soluble Nitrogen Content in sodium citrate (SN-pH 4.6). 10 g of the sample were
weighed-in a beaker and homogenized with 20 mL of 0.5 M sodium citrate solution
in the dltraturrax, then distilled water was added to complete a volume of
approximately¥90 mL. A 20% v / v HCI solution was added dropwise to the
suspension, under mechanical stirring, until a pH value of 4.6 was reached. Once
this value was stabilized, it was centrifuged at 4 500 rpm for 10 minutes, obtaining
two fractions, one soluble and the other insoluble (Gripon, Desmazeaud, Le Bars,
& Bergere, 1975). Of the solUble fraction, 10 mL were taken for the determination
of the nitrogen content by the Kjeldahl method (AOAC, 1995).

Soluble nitrogen in trichloroaceticacid (TCA-SN). An aliquot of 10 mL of the
sodium citrate filtrate was takepsand 10 mL of 24% TCA was added. Subsequently,
it was incubated at room temperature for» one hour, after which time it was
centrifuged at a speed of 4500 r.p.mifor 10 minutes (Polychroniadou, Michaelidou,
&Paschaloudis, 1999). Finally, the entire’ soluble”fraction was determined by the
Kjeldahl method (AOAC, 1995).

Soluble nitrogen in 5% phosphotungstic acid (PTA-SN). This fraction is formed by
small peptides and amino acids of molecular weight less*than 600 daltons. The
method followed for its determination was that of Butikofer et alf’(1993) with some
modifications and consists of:To an aliquot of 10 mL of filtrate of solublesnitrogen in
sodium citrate, 10 mL of a mixture of equal parts of 10% phosphotungsticsacid and
25% sulfuric acid, prepared immediately before use, was added. It was left.to/stand
for 24 hours under refrigeration until precipitation occurred. It was then centrifuged

at 4500 r.p.m for 10 minutes, performing the Kjeldahl to 20 mL of filtrate.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Chemical composition of Manchego cheese

The moistare..content is shown in Table 1; it decreased as the ripening time
increased as 4 result of the syneresis, which occurs by the reorganization of the
protein network thatsproduces large amounts of serum expulsion (Lobato-Calleros,
Aguirre-Mandujano, Vernon-Carter, &Sanchez-Garcia, 2000). This was also
evident in the study conducted by Valsamaki,Michaelidou,& Polychroniadou (2000)
in feta cheese. Lobato-Calléros et al. (2003) reported moisture values similar to
those of this research in MexicansManchego cheese, however, these values were
lower than those reported by Salazar-Montoya, Gonzalez-Cuello, Flores-Girdn,
&Ramos-Ramirez, (2018) also’in.Manchego type cheese, and this may be due to
differences in the methodologies used in cheese making.

Total solids increased throughout thesfipening pracess (Table 1) as a result of the
aforementioned syneresis, these results Jwere similar to those published by
Poveda, Garcia, Martin-Alvarez, & Cabezas, (2004). Salazar-Montoya et al. (2018)
obtained lower values of total solids, although Cabezas, Sanchez, Poveda,
Sesefia, & Palop, (2007) showed total solids values between(57.64 and 54.95% at
the beginning of ripening and approximately 60% at 60 days.Table 1also shows the
fat content throughout the ripening period. These results with respect.te fat levels
were lower than those reported by Cabezas et al. (2007) in Manchego cheese; this
difference is caused by the type of raw material used and the type) of

microorganisms that carry out the maturity. In the investigations carried out* by
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Salazar-Montoya et al. (2018) and Lobato-Calleros et al. (2003) also obtained
higherdévels of fat in manchego cheese with microorganisms in free state.

On the other hand, protein values were similar to those reported by Salazar-
Montoya et al¥(2018) and Lobato-Calleros et al. (2003) in Manchego type cheese

and by Lee, Choi, Kim, Chun,&Baen, (2015) in appenzeller cheese (control).

3.2. Profile of fatty acids in Manchego cheese

Excels the high content of saturated fatty acids palmitic (C16: 0), myristic (C14: 0)
and stearic (C18: 0), and as_monounsaturated fatty acid oleic acid (C18: 1n-9),
which also coincides with the reseafch conducted by (Cortes & Guedes, 2010).

In Fig.1d the graph representing the C4: 0 fatty acid is observed, which showed
differences in its concentration” with respett to the ripening time, as well as the
medium chain fatty acids C6: 0_and C12: 0o which are shown in Fig. 1e. The
interpretation of these results can be eXplained by the position of the fatty acids in
the triacylglyceride. In a study conducted)by De~la. Fuente, Fontecha,&Jufirez,
(1993), where they established a comparison between the levels of different fatty
acids in the fractions of triglycerides and free fatty acids,showed that there were
differences for the short and medium chain fatty acids (C4: 0, C6: 0 and C8: 0) in
both fractions, particularly in the case of butyric and caproic acids. The C4: 0 and
C6: 0 fatty acids are found predominantly in the sn-3 position and the_sn-1 and sn-
3 positions, respectively; as the length of the chain increases to C16: 0, they are
esterified at position sn-2. C18: 0 is generally found in the sn-1 position, whereas
unsaturated fatty acids are esterified mainly in positions sn-1 and sn-3 (Collins;

McSweeney, &Wilkinsonc,2003).
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According to De la Fuente et al. (1993) lipases involved in cheese ripening
hydrolyze mainly short-chain fatty acids and tend to be specific for the sn-3
position.In sthe butyric acid and the medium chain fatty acids, variations were
observed inthe four treatments without showing an increasing or decreasing order
in time; however, an‘increase between 20 and 60 days was observed in the case
of butycic acid. This,does not coincide with the studies ofKurcubic et al. (2015) and
Ahmad, Nadeem, Ayaz, .&Jaspal,(2015) that described an increase in the
concentration of short andtmedium chain fatty acids depending on the ripeningof
the cheese; due to the breakdoWn)of unsaturated fatty acids during lipolysis.

In the case of long-chain fatty aCids (Fig. 1f), a specific order (increasing or
decreasing) in time is not observed either; this does not agree with the results of
Ahmad et al. (2015) that reported a-decreasesin fatty acids during the maturation of
Cheddar cheese.

3.3. Total phenolic compounds and antioxidant'capacity in Manchego cheese
The antioxidant capacity and total phenolic compounds .in sheep’s milk cheese at
different stages of storagesare shown in Table 2.Antioxidant capacity increased
during the ripening time in all treatments. This evolution is_in agreement with
reports in the literature and can be attributed in part to the progressive proteolysis
of proteins that produce soluble peptides and amino acids containing ‘sulfur, with
antioxidant  capacity = (Perna,Intaglietta, = Simonetti,&Gambacorta,~ 2015;
Rashidinejad et al., 2013).In the work carried out by Gonzalez-Martin, Hetnandez-
Hierro, Vivar-Quintana, Revilla, &Gonzalez-Pérez, (2009) in cheeses of cow,
sheep and goat revealed that the total content of water-soluble peptides increased

throughout ripening, being more extensive in the first month of maturity. This
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increase in antioxidant capacity is also evident in the current study because,
according to Gupta, Mann, Kumar, &Sangwan, (2009), the antioxidant activity is
higher in"cheeses with a greater degree of early proteolysis.

Khan, Nadeem,, Imran, Ajmal, &Ali, (2018) determined antioxidant capacity in
Gouda cheese enriched with mango kernel fat at different concentrations. One of
the methods used“was that of DPPH, where the treatments with the highest
concentration of this additive had higher values of antioxidant capacity by this
method. These authors also-determined the content of phenols in the cheeses and
the results behaved in the same way as by the DPPH method, that is to say, the
higher the concentration of mango fat)the higher the content of phenols.

Khan et al. (2018) also reported?an increase in antioxidant capacity determined by
the DPPH method in all cheesesSamples,/ineluding control, throughout the 90-day
ripening period and all test intervals~indicatéd_an increasing trend in capacity
antioxidant. In the study conducted by, Batool et"al. (2018) determined the free
radical scavenging activity (DPPH) of Cheddar cheese made with milk of cows
and buffalo which went on increasing in conventional and‘accelerated ripening up
to four months of ripening.Abadia-Garcia et al. (2013) determined the antioxidant
activity of the soluble extracts of Cottage cheese using the DPPH assay, which
increased during the 28 days of storage.Gupta et al. (2009) determine€d antioxidant
capacity in Cheddar cheese by means of ABTS and DPPH tests and reported a
constant increase of it until the fourth month of ripening, while during the later
period of aging (ninth month) a decrease in antioxidant capacity was obsenved,
suggesting that eventual antioxidant peptides were not resistant to additional

proteolysis.
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In the study conducted by Perna et al. (2015) where they determined the
antioxidant activity of Caciocavallo cheese made with two-breed milk and matured
for 150 days by the FRAP and ABTS assays, concluded that it increased during

ripening for both,types of cheeses.

3.4.Color of the Manchego cheese
The color is an important criterion to evaluate the quality of the cheese; so it is
often a primary consideration of consumers when making decisions on their

purchases.Table 3 shows the& celor in units of L *a * b * in the cheese.

The level of whiteness is represented in the CIELAB color scale as the L* value,
which ranges from 0, which represents black, to 100, which represents white
(Ibafez, Waldron, &McSweeney; 2016).In" spite of the slight increase in the L*
value shown in Table 3 from time.40, there _istgenerally a decreasing tendency
during ripening, indicating cheeses with lower”luminosity.The decrease in this
parameter was also observed in studies*Conducted by Pinho, Mendes, Alves, &
Ferreira(2004) in Terrincho cheese with sheep's milk] Rillonel et al. (2002) in
Emmentaler cheese, Rohm & Jaros (1997) in hard cheeseyzEI-Nimr et al. (2010) in
Egyptian Gouda cheese, Tarakci et al. (2011) in Herby Pickled’cheese and Lee et
al. (2015) in Appenzeller cheese.Juricet al. (2003) studied the changes in color
induced by light in semi-hard cheeses packaged in modified atmosphere; these
authors also came to the conclusion that the L* parameter decreases~as the
ripening time elapses.lbanez et al. (2016) observed a reduction in L* as the age-of
cheddar increases, which could be influenced by an increase in proteolysis and.a
reduction in the proportion of insoluble calcium.
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The values of a* increased during the ripening time; nevertheless, negative values
were maintained, which represents a green color in the cheeses. In the study
conducted by EI-Nimr et al. (2010), this parameter also increases but unlike they
are positive values, that is, the color of the cheeses turns red. Tarakci et al. (2011)
also reported an.increase of a* in Herby Pickled cheese, with negative values as in
the present study.

Kristensen, Orlien, Mortensen, Brockhoff, &Skibsted, (2000) studied light-induced
oxidation in slices of Havarti_eheese packaged in a modified atmosphere, where
they reported an increase in a*¥ values during the ripening time. In the same way it
happened in the study carried out"by Juric et al. (2003) on slices of semi-hard
cheeses; both studies reported.negative values of a*.

Although the parameter b* deCreased onsdays 40 and 80, an increase was
observed on days 20 and 60, this indicates agyellow color in the cheeses because
the values of b* are positive. Pinho et .al. (2004 )sPillonel et al. (2002) and Rohm
and Jaros (1997) reported an increase of this parameter.in their studies, as well as
Lee et al. (2015). On the other hand Tarakci et al. (2014) and Juric et al. (2003)
reported a decrease in b* during ripening in Herby Pickled cheese and semi-hard
cheeses, respectively.

The change in color may be related to the chemical changes that“oecur during
ripening. Kumar, Sharma, &Bector, (2006) confirmed that cheese isa_biological
and biochemically dynamic product, in which a series of sequential changes- occur

during its manufacture and subsequent ripening.
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3.5 Lipolysis in Manchego cheese

In Fig.3"an increase in lipolysis can be observed up to day 40 of ripening. Although
there is @ glight decrease in it until day 80, it continues to be greater than on day
zero.This is‘similar to the findings of Bontinis, Mallatoua, Pappaa, Massourasb, &
Alichanidisc, (2012),who reported that the intensity of lipolysis decreased after 45
days of maturationwin Xinotyri Cheese and Kalit et al. (2014) found a greater
increase of free fatty acidslin the first 45 days of ripening in Croatian cheese, and
after that the intensity of release of them decreased.

Kondyli, Katsiaria, Masourasb, & Voutsinas, (2002) determined lipolysis in feta type
cheese elaborated with an attachied commercial crop where an increase was
observed up to 180 days of ripening» Other authors such as Mei, Guo, Wu, Li, &
Yu, (2015) also determined lipolysis-in cheese type Camembert expressed as the
value of the degree of acidity (Megq-KOH¢7 100 g of fat), which increased
continuously until 35 days of ripening.. In_anotherywork by Kumar, Kanawijia, &
Kumar (2015) produced a feta type cheese with ‘buffalo milk using an adjunct
commercial crop of Lactobacillus helveticus and Lactobagillus casei together with
standard mesophilic cheese cultures. It was observed that_the free fatty acid
content of the experimental cheeses increased consistently as the ripening period
progressed. For their part, Karaca& Guven (2018) investigated_the: effects of
lipolytic and proteolytic enzyme supplementation on the lipolysis and”proteolysis
characteristics of white cheeses and concluded that the total free fatty acids’ of all

cheeses increased regularly with the progress of the ripening.
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3.6. Proteolysis in Manchego cheese

The water soluble nitrogen fraction in cheese contains small and medium peptides,
free aminojacids, separated from large peptides and proteins, mainly as a result of
the activity of.chymosin and, to a lesser extent, plasmin (McSweeney & Fox, 1997).
As the cheese ages,*more caseins and high molecular weight peptides are being
broken down into smaller peptides that can be water soluble, therefore, as cheese
ages, the total content of water soluble peptides increases (Vivar-Quintana et al.,
2009).

In Fig. 2a the content of water&eluble nitrogen is shown, which increased with the
course of the ripening time. In thesstudy conducted by Valsamaki et al. (2000) in
feta cheese is observed as thescontent of soluble nitrogen in water increases as
the ripening time increases. Cinbas-& Kilic,(2006) investigated the differences in
the proteolysis of white cheeses™made by graditional and industrial production
methods during ripening, where by both productien~methods, the content of water
soluble nitrogen increased during the ripening timeiKaraca & Gulven, (2018) and
Mallatou, Pappa, &Boumba, (2004) also reported the increase of soluble nitrogen
in water in white cheeses and teleme cheese respectively.On the other hand, Lee
et al. 2015 reported an increase also in appenzeller cheese supplemented with
shrimp powder.

The soluble nitrogen content at pH 4.6 shown in Fig. 2b also increasedwith cheese
ripening. In the studies conducted by Hannon et al. (2003) in cheddaricheese,
Gaya, Medina, Rodriguez-Marin, &Nunez, (1990) and Picon, Gaya, Medina,
&Nufiez, (1995) in Manchego cheese, the increase in soluble nitrogen at pH 4.6

shown as the ripening time advances. Ibanez et al. (2016) also observed an
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increase in soluble nitrogen at pH 4.6 as the age of cheddar increases; as well as
Bergamini, Mallatoua, Pappaa, Massourasb, &Alichanidisc(2006) in semi-hard
cheese.

The fraction\of soluble nitrogen in TCA in cheese contains small peptides (2-20
residues) and amino acids, resulting mainly from the proteolytic activity of bacterias
(Christensen, Bech;»& Werner, 1991). The Fig.2c shows the proportions of soluble
nitrogen in TCA of the ¢heeses that increased with the progress of ripening. Other
authors found significant incréases in the proportions of soluble nitrogen in TCA at
12% with the progress of ripefiing in Manchego cheese (Gaya et al., 1990) and
Manchego cheese supplemented ¢with neutral proteinases (Nufiez et al., 1991,
Picon et al., 1995), also showedincreasing values with the progress of ripening of
Feta cheese (Valsamaki et al., 2000),white cheese (Glven & Karaca 2001, Cinbas
& Kili¢ (2006),Cheddar cheese (Hayashi, Revell, &Law, 1990), Teleme cheese
(Mallatou et al., 2004) and semi-hard cheese (Bergamini et al., 2006).

Peptides and amino acids with a molecular weight.of.less than 600 dalton are
significant indicators of cheese flavor levels (McSweeney & Sousa, 2000) and
these substances are dissolved in 5% SN-PTA (Hannon et al.,.2003). The Fig. 2d
shows the content of soluble nitrogen in phosphotungstic acid/(PTA), which also
increased with the ripening time. Karaca & Gulven, (2018) reported the increase of
soluble nitrogen in phosphotungstic acid during the ripening of white cheesSes. The
increase in soluble nitrogen in phosphotungstic acid is also shown as the ripening
time increases in the study carried out by Picon et al. (1995) in Manchego cheése,
Mallatou et al. (2004) in Teleme cheese, Hannon et al. (2003) in Cheddar cheese

and Bergamini et al. (2006) in semi-hard cheese.
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4. CONCLUSIONS

During _the.ripening of Manchego type cheese, moisture decreased, which
corresponded_to an increase in total solids. The short and long chain fatty acids
also decreased. 'As the cheese aged, more caseins and high molecular weight
peptides were divided into smaller peptides that were soluble in water, pH 4.6, TCA
or PTA; which indicated)an increase in proteolysis in the cheese. The antioxidant
capacity and the contentof total phenols increased during the time of ripening in all
the treatments and could be{attributed in part to the progressive proteolysis of the
proteins that produced soluble peptides and amino acids with antioxidant capacity.
The cheeses showed a progressive lipolysis until day 40, from there there was a
slight decrease in it. Regarding color, the-evaluated parameters indicated yellow-

green and less luminous cheeses during ripening.
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Table™1. Basic chemical composition of the sheep’s milk cheese at different stages
of storages

Ripening
Chesse ) Moisture Total solids Total Fat Total Protein Ash
samples - £ (1) (%) (%) (%) (%) ™
(days)
0 56.87 £1.292  43.13 +1.202! 2025+ 0.79%" 2288+ 042¢"  3.60 +0.032  0.975 £ 0.001>
20 53.3%# 260" 46.69 + 2.502! 16.41 14501 2228 +0.10a7  3.40+0.03¢"  0.973 +0.001®"
B 10 ppm 40 52.32 +2.80%%  47.68 + 2.80% 21.72+0.80a"  22.04+0.27¢"  3.50+£0.020*  0.972 % 0.003a"
60 50.87 +0.94b2, ) 49.13 + 0.94% 21821225 2243+043¢"  3.64+0.03¢"  0.969 +0.001a!
80 45.89 £ 09188 ¢ 5441 +£091¢12 2220 £0.44012 2222+ 0.132"  3.53 £0.02cc'  0.973 + 0.00302
0 5343 £2.69%" 4657 +2.69412  19.20+222a1  2269+0.30¢"  3.72+0.06"  0.972 +0.0002!
20 53.27 +1.85""  46.73 £.1°85% 19.68 +1.25%2 2216 +0.182"  3.60+0.0922  0.970 + 0.0022"
¢ 5 ppm 40 51.08 +2.18v"  48.92 +2 184 22.37 £0.55%"  2236+0.39"  3.70+0.032  0.970 £ 0.001a!
60 4942 £0.7702  50.58 + 0.777 22.50 £+ 1.4701 2285+ 04121 3.66+0.0422  0.972 +£0.001a!
80 4191+£25230  58.09 + 2.5203 ¢==23.91 £ 2.47¢! 2250 +0.232"2  3.71+£0.06v2  0.973 + 0.00422
0 52.38 £2.60>" 4762 +2562  21.01 £2.12812 22,74 +(0.541  3.71+0.0622  0.973 +£0.001>
20 51.11+£2.181 4889 +248%1 ) 20372182  2212+0.19¢"  3.67+0.0422  0.972 +£0.001>
40 49.60 £ 3.3131  50.40 +3.3181 _21.89 + (.54~ 21.83+0.352"  3.68£0.02a"  0.971 % 0.002ab
C75pom 60 49.34 £2.36%2  50.66 + 2.363" (2367 £ 0.610" 2 23.31+0.12%2  3.71+£0.183"  0.972 + 0.003a"
80 48.06 £1.2183  51.94 + 1.21b 2264+ 11781 72342 +0.37%2  3.70+0.022"  0.968 + 0.0032!
0 5428 +1.83v2 4572 +1.83412  2258+2312 22354062+  348+0.11a"  0.974 £0.001%
20 53.58 £ 0.115"  46.42 +0.11a! 19.41 07201 231070380  3.68 £0.032  0.971 + 0.001201
C 10 ppm 40 53.49 £ 0.44>"  46.51 + 0.44a1 231212252 22,76 +0.642>"  3.67 +0.05""  0.970 £ 0.001a!
60 4417 £4.67a" 5583 +4.67°2 2446 +£2.00"  23.54+0.63%2 /7 3.75+£0.01¢"  0.973 + 0.004ab1
80 4356 £ 117312 56.44 +1.17°2 2508 £1.315"  23.39 +1.43% { \3.72+0.06°  0.973 + 0.003a>2

Results are expressed as mean (n = 3) + standard deviation. *® Means in each
column with different letters were significantly affected by ripening time-(p < 0.05);

1-3

samples at a similar ripening time (p < 0.05).

means with different numbers were significantly different between~cheese
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Table"2. Total phenolic compounds and antioxidant capacity (FRAP and DPPH) in

sheep’s milk cheese at different stages of storages

Chesse Ripening  *Total Phenolic *Antioxidant *Antioxidant
samples time Compounds Capacity by Capacity by
(days) DPPH FRAP

B 10 ppm 0 104.62 £ 4,372 10.24 £+ 0.08a" 2.67 £ 0.182
20 171.95 £ 7.71v1 10.79 £ 0.232b1 2.78 £ 0.214

40 206.30 + 3.33¢ 10.95 £ 0.17"1 3.33 £ 0.19v1

60 213.49 + 3.56¢ 11.66 £ 0.81¢ 3.45 £ 0.030¢

80 251.53 + 13.81¢ 10.62 £ 0.42ab1 3.61 £ 0.12¢

C5ppm 0 144,96 + 2.98212 10.57 £ 0.37a%2 2.98 £ 0.0522
20 183162+ 3.3192 11.30 £ 0.10012 3.44 £ 0.102
40 241.84 +/3.85% 11.48 £ 0.14b12 3.58 + 0.08bc'2

60 245.65 +£8.81%? 11.90 £ 0.391 3.74 £ 0.30%2

80 286:04 + 147669 11.28 £ 0.27%2 3.82 £ 0.12%

C7.5ppm 0 119.23°40:0622 11.04 £ 0.27828 3.27£0.01a8
20 187.73 £'4 5802 14451, + 0.04ab2 3.63 £ 0.050%

40 253.29 £7.41%2 11.947% 0.17028 3.90 £ 0.11¢2

60 280.90 + 3.13% 12.66'%0.47°2 4.27 £0.09%

80 309.68 + 5.44¢3 11.75 £ 0.445% 427 £0.03%

C 10 ppm 0 13722 £ 7.4138 11.44 £0.1728 3.59 £ 0.12a4
20 197.20 £ 6.00% 12.22 £ 0.41b3 3:89 £ (.24

40 267.24 + 1.02¢ 12.41 £ 0.2003 4,55 £0.10

60 307.91 £ 4.41% 13.73 £ 0.64% 4,731 0.10

80 318.34 + 8.03% 12.30 £ 0.5403 4.64 £0.41

*Total phenolic compounds values are expressed in mg eq GAE/100g
sample and whey, and antioxidant capacity values are expressed‘in
mM eq Trolox/g sample. Results are expressed as mean (n = 3) *
standard deviation. *° Means in each column with different letters
were significantly affected by ripening time (p < 0.05); "means with
different numbers were significantly different between cheese

samples at a similar ripening time (p < 0.05).
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storages
Chesse  Ripening
samples time L* a* b*
(days)

B 10 ppm 0 78.27 £0.85¢"  -2.27 £ 0.15% 6.00 £ 0.75%
20 77.67 £0.45"  0.23 £ 0.49v 9.93 + 0.90
40 77.90 £ 0.702 0.67 £ 0.12v1 9.73 £ 1.65"
60 7713 £ 1,511 (.57 £ 0.67° 11.57 + 1.66¢
80 75.33+£1.2702 (.43 £ 0.29"" 11.70 £ 2.29¢

C5ppm 0 16157 £ 1.50¢  -3.17 £ 0.15% 10.53 + 0.9822
20 7643+ 1,500  -3.20 £ 0.6922 13.57 £ 0.99v2
40 74.80.+0,962%2  -1.47 £ .83 18.90 £ 0.82
60 75.03 £0.492 090+ 0.78>2  18.07 £2.12%
80 72:97 £ 0.350 / -0.27 £ 0.50¢ 17.70 £2.212

C7.5ppm 0 76.57+0.25""  #4.93 £ 0.1522 12.37 £ 1.05323
20 78.27 £1818"  -487+,1.1238 15.20 £ 1.11023
40 74.80 £1.23%2 ) -1.40 £0.72"2 19.00 £ 1.84<
60 74.03 £1.04%2,  -0.73 £ 0.76°%2  18.80 £ 1.772
80 7477 £ 1402 -0.43 £ 0.55¢ 22.60 £ 2.519

C 10 ppm 0 77.63+0.78"  -517+0.2122 1447 £ 0.75%8
20 76.73+2.12¢"  -5.80 £ 0.463 1843 41,9503
40 77.37 £1.02¢ 213 £ 0.47"2 13.80™% 0.952?
60 76.50 £ 0.36¢"  -1.90 £ 0.78 20.30 + 0490r2
80 7727 £1.1283 210 £0.7%2 2410 £ 3.73<

Results are expressed as mean (n = 3) + standard deviation.
®*Means in each column with different letters were
significantly affected by ripening time (p < 0.05); "*means
with different numbers were significantly different between
cheese samples at a similar ripening time (p <
0.05).L*brightness,a*red / green coordinates, o* yellow / blue
coordinates.

Table”3. Color, in units of L * a * b *, in sheep’s milk cheese at different stages of
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Figure 1. The proportion of fatty acid groups in Manchego cheese with respect to
the ripening time and the food colour added; (a) saturated (SFA), (b)
mono-unsaturated (MUFA), (c) polyunsaturated fatty acids (PUFA),(d)
short-chain (SCFA), (e) medium-chain (MCFA), and (f) long=chain
(LCFA), SCFA = C4; MCFA = C6-C12; LCFA = C14-C18. B = bixin,C.=
curcumin added.
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Figure 3. Proteolysis of Manchego cheesefripened at¥10 °C, expressed as soluble

nitrogen (SN); (a) in water (W-SN), (b) in=sodium citrate at pH 4.6 (pH
4.6-SN), (c) in trichloroacetic acid (TCA-SN)_and (d) in phosphotungstic
acid (PTA-SN).B = bixin, C = curcumin added
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V. CONCLUSIONES

La adicion @de) curcumina nanoemulsionada en la elaboracién de queso tipo
manchego con eche de oveja pelibuey tuvo un efecto positivo en la capacidad
antioxidante y el contenido de fenoles totales del mismo al observarse que los
quesos que contenianiCurcumina nanoemulsionada presentaron mayor capacidad
antioxidante y contenido de fenoles totales que el queso testigo. No se observaron
diferencias estadisticas en “a ~humedad, sélidos totales, sélidos no grasos,
proteina, grasa, cenizas y actividad de agua. Los quesos fueron aceptados
sensorialmente a pesar de presentar diferencias en el olor, sabor, textura,
apariencia y color (caracteristica’que se\wio mas afectada al obtenerse quesos
verde-amarillos y menos luminosos)./A su vez elr grado de protedlisis y lipdlisis fue
mayor en los quesos con curcumina naneemulsionada. Durante la maduracion, la
humedad disminuyd, lo que correspondio-a un aumento en los solidos totales. Los
acidos grasos de cadena corta y larga también disminuyeron. A medida que el
queso envejecia, mas caseinas y péptidos de alto peso molecular se dividian en
péptidos mas pequenos que eran solubles en agua, pH 4.6,5°TCA o PTA; lo que
indicé un aumento de la protedlisis. La capacidad antioxidante y el contenido de
fenoles totales también aumentaron en todos los tratamientos y pudo atribuirse en
parte a la protedlisis progresiva de las proteinas que producen péptidos solubles y
aminoacidos con capacidad antioxidante. Los quesos mostraron una lipolisis

progresiva hasta el dia 40, a partir de ahi hubo una ligera disminucion.
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