UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
"ANTONIO NARRO"

DIVISION DE CIENCIA ANIMAL.

CONSEJO ESTATAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA

Obtencion y Caracterizacion de Proteasas
con Aplicacién en la Industria Quesera
a Partir del Cardo (Cynara cardunculus L.).

Por:

FRANCISCO HERNANDEZ CENTENO.

TESIS

Presentada como Requisito Parcial para Obtener el
Titulo de:

INGENIERO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS.

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Enero de 2004.



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA "ANTONIO NARRO"
Division de Ciencia Animal
Departamento de Nutricion y Alimentos
Obtencion y Caracterizacion de Proteasas

con Aplicacion en la Industria Quesera
a Partir del Cardo (Cynara cardunculus L.).

Por:

Francisco Hernandez Centeno.
TESIS

Que somete a consideracion del H. Jurado Examinador, como requisito parcial
para obtener el titulo de Ingeniero en Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Aprobada por:

M. C. Maria Hernandez Gonzalez.
Presidente del jurado

M. C. Oscar Noé Rebolloso Padilla. Ph. Dr. Anna llina.
Sinodal Sinodal

M. C. Xéchitl Ruelas Chacén.
Sinodal

M. C. Ramoén F. Garcia Castillo.
Coordinador de la Division de Ciencia Animal

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México,
Enero de 2004.

11



MENSAJE

“NO QUIERO SER UNO MAS”

No quiero ser uno mas;
quiero ser una cumbre
que muy alto se eleve

y con su pico el cielo toque.

Quiero ser aguila real

y extender mis alas,

para asi poder alcanzar
los mas lejanos horizontes.

O quiza paloma blanca
para llevar esperanzas
a todos los rincones
donde haya tristezas.

No quiero ser uno mas;
quiero ser sol brillante

que se levante de mafnana
y desplace a las sombras.

Quiero ser lucero

que con su presencia
anuncie siempre la llegada
de un nuevo y bello dia.

O quiza cometa viajero
que se acerque a veces
para ser observado

y augurar cosas buenas.

No quiero ser uno mas;

no quiero ser una estrella fugaz
que con su luz ilumine

s6lo un momento de existencia.

O como gota de lluvia

que cae de la nube entre mil
y que al quedar en la hoja
en un instante muera.

No quiero ser un minuto
que se va y no regresa,
que solo vive lo que dura
y que pasa de fria manera.

Mil batallas he ganado;

no quiero ser una derrota
que me humille y averguence
ante el juez del destino.

No quiero ser uno mas;

no quiero ser flor marchita
gue se deshoje poco a poco
y al final quede desnuda.

Quiero ser el triunfador
y quedarme con la victoria,

quiero ser diamante perfecto;
iNo quiero ser uno mas!...

Francisco Hernandez Centeno
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RESUMEN

La presente investigacion se realizdé con el objetivo de obtener y caracterizar un
posible sucedaneo del cuajo animal, que tradicionalmente es utilizado en la
manufactura de quesos. La fuente utilizada es una maleza: el cardo (Cynara

cardunculus L.), cuyas flores se utilizan para el mismo proceso.

La parte experimental constd de cinco partes: recoleccion y conservacion del
material bioldgico, determinacion de la parte de la planta con actividad proteolitica,
extraccion y purificacion de la fraccion enzimatica a partir de flor, caracterizacion
cinética del extracto enzimatico purificado y, por ultimo, la evaluacion y aplicacion

practica del extracto enzimatico en la tecnologia quesera.

Los resultados dieron a conocer que la flor es la unica parte de la planta con
actividad proteolitica, que la proteasa del cardo (C. cardunculus L.) presenta un
comportamiento michaeliano cuyos parametros cinéticos son: Vmax=1.6834 x 107
Uass/min, y una Km = 2.1687 x 10° mM/ml. Se obtuvieron valores para la fuerza
de cuajo (valor F) de 1:2 500 para el extracto crudo de las flores y un valor F
estimado de 1:17 400 para el extracto precipitado y dializado. En la aplicacion
practica de los extractos se obtuvieron rendimientos de alrededor de 10% en
producto terminado. Lo anterior coloca a las flores del cardo (C. cardunculus L.)
como una fuente viable de proteasas que pueden aplicarse en la tecnologia
quesera como un sucedaneo del cuajo animal e incluso de los coagulantes

fungicos comerciales, cuyo valor F es de 1:10 000.
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l.-INTRODUCCION

El hombre, en su afan de obtener una mayor calidad de vida desde todas las
épocas, ha creado tecnologias que le permitan la trasformacién de los alimentos
que lo sustentan a lo largo de su vida, una de esas tecnologias es la elaboracion

de queso a partir de la leche que obtiene de otras especies de mamiferos.

El descubrimiento de la elaboracion del queso, segun varias fuentes, ocurrié como
un mero hecho fortuito, cuya fecha es incierta aunque muy antigua. “El hombre ha
venido utilizando desde hace siglos coagulantes tanto de origen vegetal como
animal [...]. Sin embargo, los primeros queseros no empleaban mas coagulante
que el cuajo extraido del estobmago de los mamiferos”. (SCOTT, 1991). El
conocimiento empirico asi obtenido se ha heredado a través del tiempo; pero ha
sido hasta tiempos recientes que se ha dilucidado la naturaleza de dicho proceso,
lo cual ha favorecido la obtenciéon, mediante diversas fuentes, de agentes

coagulantes que actuan sobre las principales proteinas de la leche: las caseinas.

Durante mucho tiempo ha sido empleado el cuajo animal, pero en los ultimamente
se ha visto afectada la disponibilidad del mismo debido a la escasez de animales
del cual obtenerse. Buscando una solucién a esa problematica, se ha echado
mano de la biotecnologia y la bioingenieria con cuyas herramientas se ha logrado
obtener enzimas de origen microbiano y fungico idénticas a las producidas en los

estbmagos de los mamiferos.
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Sin embargo, desde tiempos biblicos se han encontrado sustitutos de cuajo en
varias fuentes vegetales, algunos ejemplos son el latex de la higuera (Ficus carica)
y las flores del cardo (Cynara cardunculus L.), y es en esta ultima fuente que se ha
puesto el presente esfuerzo, con el objetivo de obtener un sustituto lo mas cercano
posible al cuajo en cuanto a actividad, como un aditivo auxiliar en la elaboracién

de queso.

La investigacién desarrollada en el presente trabajo plantea y argumenta una
opcion viable encaminada a completar la demanda cada vez mas creciente de
este tipo de aditivo el cual, a su vez, podria cubrir la necesidad de una produccion
cada vez mayor de queso dirigida a la alimentaciéon de una poblacién humana en

aumento.

Es importante aclarar que falta mucho por estudiar en cuanto al funcionamiento y
descripcion de la alternativa enzimatica vegetal que aqui se expone, y que esta es
sélo una pequefia contribucion al desarrollo de un posible sucedaneo del cuajo

animal.
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Il.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- Definicion de “queso”:

“Quesos, productos elaborados con la cuajada de leche estandarizada y
pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de crema,
obtenida por la coagulacién de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas
apropiadas, acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior por
calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de fermentos de
maduracién, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles
opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su
proceso ser: fresco, madurado o procesado” (SECRETARIA DE SALUD, NOM-

121-SSA1-1994).

2.2.- Breve historia del queso:

“El queso es uno de los derivados lacteos mas sabrosos y variados. Hay indicios
que en el ano 3 000 a.C., en el Oriente Medio, este sabroso alimento fue hecho

por primera vez.

Existe la leyenda que fue descubierto por un mercader arabe, quien realizaba un

viaje a través del desierto y queriendo aprovisionarse de leche para este viaje, la

colocd en una bolsa hecha con el estomago de un cordero. Cuando traté de
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tomarla, se percaté que estaba coagulada y fermentada; esto fue ocasionado por

el cuajo de la panza del cordero aunado al calor del desierto.

Asi, el queso fue descubierto accidentalmente, ya que al amanecer la leche, en
recipientes hechos con estbmagos de rumiantes, se producia la coagulacién vy
podian consumirlo dias o meses después” (CEA: Centro de Estudios

Agropecuarios, 2001).

Otras fuentes describen un origen mucho mas antiguo, Scott (1991) refiere que “la
antigua cuna de la civilizacion, por lo que a los principales alimentos se refiere, en
especial al pan y al queso, parece haber sido esta fértil area agricola conocida
como “creciente fértil” situada entre los rios Tigris y Eufrates, en el Irak (6 000 —
7000 a. C.)”. En la obra del mismo autor, hace mencién de otras fuentes de
informacion acerca de la antiguedad de la elaboracidon del queso, entre otras, se

resaltan aqui las que a continuacion aparecen.

“Sir Leonar Wooley, en 1924, tras un estudio arqueoldgico en la zona de Ur
concluia que el queso se elabord por primera vez, precisamente en esta area, a

partir de la leche de cabras y vacas (WOOLEY y MAY, 1931)".

“Un frisio sumerio muy antiguo de El — Ubaid muestra las operaciones y ordefio del
cuajado de la leche. El examen de los restos encontrados en la tumba de Hories —
Aha (3 000 a. C.) demostraron que aquél material habia sido queso.” “[...]

Grabados de cestos encontrados en Windmill Hill, en Dorset, Inglaterra, (de hace
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unos 1 800 a. C.) indican que es muy posible que el queso se fabricara ya en este

pais bastante antes de la llegada de los romanos.

También existen referencias al queso en los tiempos biblicos — Job X. 10 (1520 a.

C.)y Samuel 1. XVII. 18 y 2. XVII. 29 (aproximadamente 1017 a. C.) [...].

Homero, (1184 a. C.) hace referencia al queso elaborado en las cuevas por el
“Ciclope” Polifemo a partir de la leche de ovejas y cabras (HOMERO, 1919). [...]
Mas tarde Herodoto (484 — 408 a. C.) se refiere al queso “Scynthian” elaborado
con leche de yegua (HERODOTO, 1921), mientras que Aristoteles (384 — 322 a.
C.) menciona que el queso “Frigio” (“Phrygian”) se elaboraba con leche de yegua y

burra. [...]” (SCOTT, 1991).

La evolucién en las metodologias en distintos lugares del mundo antiguo y
moderno ha dado lugar a la creacién de los distintos tipos de queso conocidos en
la actualidad; sin embargo, todos tienen en comun algunas etapas basicas del
procedimiento, principalmente la coagulacion y el desuerado en el grado que sea

necesario para cada caso en particular.

2.3.- La coagulacién de la leche.

Dentro del proceso de elaboracion de los distintos tipos de queso, la coagulacién
de la leche es la etapa mas importante, pues es un paso estrictamente necesario
para la obtencion de la cuajada la cual pasara por otras etapas hasta convertirse

en el queso del tipo deseado. La materia prima principal para la obtencion de este
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producto es la leche, la cual debe cumplir con las especificaciones legales y
sanitarias a fin de evitar afecciones en las caracteristicas del producto terminado y

en el consumidor final.

2.3.1.- Definicion de “leche para consumo humano”.

Segun la Norma Mexicana vigente (NMX-F-026-1997-SCFl), se entiende con este
nombre a “la secrecidn de las glandulas mamarias de las vacas sanas, se
excluye el producto obtenido quince dias antes del parto y cinco dias después de
éste o cuando tenga calostro, la cual debe ser sometida a tratamientos térmicos
que garanticen la inocuidad del producto; ademas puede ser sometida a otras
operaciones tales como clarificacién, homogeneizacién u otras, siempre y cuando
no contaminen al producto y cumpla con los valores nutrimentales de la leche de
acuerdo a su clasificacion y composicién”. “Cuando la leche provenga de otra
especie distinta a la de vaca se debe indicar el nombre de la especie”

(SECRETARIA DE SALUD, 1997).

2.3.2.- Propiedades fisico - quimicas de la leche.

“La leche esta formada por glébulos de grasa suspendidos en una solucion que
contiene el azucar de la leche (lactosa), proteinas (fundamentalmente caseina) y
sales de Ca, P, CI, Na, Ky S. No obstante, es deficiente en hierro y es inadecuada
como fuente de vitamina C. La leche entera estd compuesta en un 80 a un 90 %
de agua. La leche fresca tiene un olor agradable y sabor dulce. Su densidad

relativa varia entre 1.018gr/It y 1.045gr/It, y la de la leche de vaca entre 1.028gr/It y
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1.035¢r/lt. Los glébulos de grasa tienen una densidad relativa inferior a la de la

fase liquida” (Enciclopedia ENCARTA, 2001).

2.3.3.- Las proteinas de la leche.

El sistema proteico de la leche es uno de los mas completos con que la dieta
humana puede contar en todas las etapas de su vida, debido a su riqueza en
aminoacidos esenciales, ademas de su riqueza en vitaminas liposolubles (A 'y D,
principalmente), minerales (Ca, P, K y Mg), entre otros nutrientes indispensables

para el buen desarrollo de la fisiologia, especialmente la de los nifios.

“Las caseinas (fosfoproteinas) representan el 80% de las proteinas de la leche de
vaca; el resto esta constituido por B - lactoglobulina (alrededor del 10% de las
proteinas totales), a - lactoalbumina (en torno al 2% de las proteinas totales) y

pequefas cantidades de diversas proteinas (enzimas, inmunoglobulinas, etc.)”

(CHEFTEL y SALINAS, 2003).

2.3.3.1.- Caseinas.

Las proteinas mayoritarias de la leche son las caseinas, “comprenden varios tipos
de moléculas de las cuales el 50% aproximadamente es de a-caseinas, 30% de j-
caseina, 15% de x-caseina y 5% de y-caseina” (CHEFTEL y SALINAS, 2003)

entre otros componentes minerales.
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“La caseina x se diferencia de las otras caseinas por su gran sensibilidad a la
quimiosina, su escasa afinidad al Calcio (Ca*™) y la presencia de gltcidos en su
cadena. Su caracter de glicoproteina se traduce por una heterogeneidad de

estructura particular.

La composicion y estructura primaria de las caseinas les confieren determinadas

propiedades fisicoquimicas importantes:

» Caracter anionico marcado en medio neutro, debido a la presencia de
radicales fosfoserina y/o a un numero importante de radicales del acido
glutamico.

» Insolubilidad en agua en el punto isoeléctrico (pH 4.6 para la caseina
entera) debido a la elevada proporcion de radicales apolares.

» Comportamiento en medio calcico, relacionado con la existencia de
radicales fosfoserina, que determinan la complejacion del Ca*™ por las
caseinas asi, as2 Y B; tienden por consecuencia a disminuir la carga

eléctrica y su hidrofilia, determinando su insolubilizacion.

Este comportamiento corresponde a las caseinas consideradas aisladamente,
pero en presencia de la caseina k en proporcidn suficiente (cerca de un 10%), las
demas caseinas son insolubles en presencia de Ca™". La caseina k forma, en
efecto, con las caseinas as1 y B, complejos estables en medio calcico. Ello es

debido al poder estabilizante de su parte carboxilo terminal de caracter hidrofilo”

(ECK, el al., 1990).

XX1



“El poder de estabilizacién de la caseina «k esta también directamente ligado a las
propiedades asociativas tan marcadas que existen en todas las caseinas’
(DARLING Y DICKSON, 1979 / MERCIER, et al., 1972). “Lo mas importante de la
caseina k en queseria es que la renina (quimiosina) la hidroliza entre los

aminoacidos 105 (fenilalanina) y 106 (metionina)” (SCOTT, 1991).

2.3.3.2.- Proteinas séricas.

“El suero lacteo contiene aproximadamente el 0.6% de las proteinas de la leche de
las que la B lactoglobulina supone el 0.3% vy la lactoalbumina el 0.07%. En el suero
hay ademas albuminas e inmunoglobulinas. Las proteinas séricas se hallan en
solucion y no en solucién coloidal como las caseinas. Las B lactoglobulinas, por
efecto del calor, se agregan y pueden reaccionar en la leche con la caseina
prolongando el tiempo de cuajado” (KANNAN y GENES, 1961; ZITTLE, et al.,

1962 y McKENZIE, 1971).

2.3.4.- Tipos de coagulacién de la leche.

Dentro de la composicion de la leche ya se ha mencionado que parte de las
proteinas se encuentran en suspension coloidal (las caseinas), estabilizadas por la
K caseina gracias a su caracter hidrofilico. Dicha estabilidad puede ser rota por
tres factores: la presencia de sales en alta concentracion, la presencia de acidez

hasta el punto isoeléctrico de las caseinas en general (pH 4.6) o la accién
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especifica de ciertas enzimas proteoliticas; ambos constituyen los métodos para la

obtencion del producto que es conocido como “queso”.

2.3.4.1.- Coagulacion por presencia de sales en alta concentracion.

“Una descripcion simplificada del mecanismo de insolubilizacion por salado esta
basada en el hecho de que la adicién de las sales elimina el agua de la proteina
hidratada, dejando las regiones hidrofébicas en libertad de combinarse
intermolecularmente (GLATZ, 1990). Aquellas proteinas que presentan mayor
numero de regiones hidrofébicas sobre su superficie, forman agregados y
precipitan mas rapidamente que aquellas que presenten pocas regiones

hidrofébicas” (TEJEDA, et al. 1995).

En el caso de la leche, la mayoria de las caseinas son de éstas caracteristicas, a
excepcion de la caseina k, que es la que actua como estabilizante de las demas

caseinas, como se ha mencionado anteriormente.

2.3.4.2.- Coagulacion acida.

“La acidificacion intensa, por adicién de un acido mineral u organico, determina la
floculacion de las caseinas, cuyo pl se alcanza a un pH igual a 4.6, en forma de un
precipitado mas o menos granuloso que se separa del lactosuero. Por el contrario,
una acidificacion progresiva, obtenido bien sea por fermentacion lactica, bien por
hidrolisis de la glucolactona, determina a la formacion de un coagulo liso,

homogéneo que ocupa totalmente el volumen inicial de la leche.
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El descenso de pH tiene por efecto hacer disminuir la ionizaciéon de los radicales
acidos de las caseinas (radicales asparticos, glutamicos, fosfoserinicos). [...] a lo
largo de la acidificacién se produce una profunda desorganizacién de la micela
acompanada de una modificacion de la estructura cuaternaria de las caseinas. En
las cercanias del pH isoeléctrico se da una neutralizaciéon de la carga y una
reduccién importante de la hidrataciéon de las caseinas, lo cual determina su

insolubilizacion” (ECK, et al., 1990).

2.3.4.3.- Coagulacion por accion de enzimas.

Eck (1991) menciona que “un gran numero de enzimas proteoliticos, de origen
animal, vegetal o microbiano, poseen la propiedad de coagular el complejo
caseinico”. Sin embargo, para efectos de antecedente y por ser la enzima mejor
estudiada, se tomara la actividad coagulante del cuajo por ser la mas utilizada

desde un tiempo considerable en la elaboracién de queso a nivel industrial.

‘La quimosina o renina, aunque también en menor cuantia la pepsina, son
responsables de la accidn proteolitica ejercida sobre la caseina k (estabilizante de

las restantes caseinas en presencia de iones Ca'") de la leche” (MARINO, et al.,

2003).

El mecanismo de la coagulacion por cuajo se divide a su vez en dos etapas bien

diferenciadas que se exponen a continuacion.
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2.3.4.3.1.- Fase enzimatica.

“Corresponde a la hidrdlisis de la k caseina a nivel de un determinado enlace
peptidico, el enlace Pheqps — Met1ps (GARNIER, 1968), enlace particularmente labil
en razén a la naturaleza de los aminoacidos implicados, de la presencia de una
serina adyacente y a la de radicales hidrofobicos (Leu e lle) a cada lado del enlace
roto (PAYENS, 1979). La cadena de la caseina k se encuentra de esta manera
cortada en dos segmentos desiguales; el segmento 1 — 105 correspondiente a la
paracaseina k; el segmento 106 - 169, al caseinomacropéptido. Todas las formas
de caseina k, contengan o no glucidos, estan sujetas a esta hidrdlisis, la cual se

efectua a una gran velocidad.

La paracaseina «, ligada a las caseinas as1 y B, permanece integrada dentro de la
micela; posee un caracter basico e hidrofébico marcado. El caseinomacropéptido,
que contiene todos los radicales glucidicos eventualmente presentes, se separa
de la micela y pasa al suero. Posee un caracter acido e hidréfilo.

La molécula de paracaseina k posee una composicion, una estructura y en
consecuencia unas caracteristicas muy diferentes a las de la caseina «k original; en

particular, carece de las propiedades estabilizantes frente al Ca™™ (ECK, 1991).

“La cinética de esta fase esta afectada por los mismos factores que todas las

reacciones enzimaticas y presentan una cinética que se ajusta al modelo de

Michaelis — Menten” (GARCIA, et al., 1999).
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2.3.4.3.2.- Fase de coagulacion.

“Se puede destacar que la liberacion del caseinomacropéptido y su paso al suero
determina una disminucion importante de las cargas de las micelas (su movilidad
electroforética queda reducida a la mitad y posiblemente también de su grado de
hidratacion. Los dos factores de estabilidad se ven de esta manera afectados;
pudiéndose en esta nueva situacion establecer enlaces intermicelares que

conducen a la formacion del gel.

La agregacién no empieza hasta que el 85 — 90% de la caseina « ha sido
hidrolizada. [...] Las caracteristicas reologicas del coagulo, que dependen de la
naturaleza y del numero de enlaces intermicelares, estan estrechamente ligadas a

la velocidad de coagulacion.

Actualmente, se carece de datos sobre la naturaleza y el numero de enlaces que
intervienen en la agregacion de micelas del paracaseinato. [...] Ha sido
demostrado que el Ca™ idénico y el fosfato de calcio micelar juegan un papel

determinante en el fendbmeno de agregacion.

Segun Payens (1981), los puntos de agregacion de las micelas no estan
repartidos uniformemente en su superficie, sino que estan localizados en
determinadas areas; ello explicaria que la desestabilizacion de las micelas no
conduce a un precipitado denso, sino que da lugar a un reticulo proteico laxo y

que aprisiona la totalidad de la fase acuosa” (ECK, 1991).
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2.3.5.- Factores que intervienen en la coagulacion de la leche.

Como en toda actividad enzimatica, son variados los factores que pueden interferir
en la misma, causando un mal funcionamiento de la enzima sobre el sustrato que
deseamos transformar, de ahi la importancia de conocerlos bien a fin de

controlarlos en beneficio de la optimizacién de proceso que se persigue ejecutar.

2.3.5.1.- pH.

Segun Garcia, et al (1999), “el pH tiene una fuerte influencia sobre la coagulacién.
La reduccién del pH abajo del normal de la leche trae una aceleraciéon de la
actividad enzimatica (el pH sobre la caseina es de 5.5). La acidificacion favorece
ademas la neutralizacién de carga y la solubilizacion del Ca™ acelerando asi la
aglomeracién micelar. El efecto global de aceleracion de la coagulacién con el
descenso de pH se debe principalmente a la aceleracion de la fase secundaria” o

fase de coagulacion.

2.3.5.2.- Temperatura.

“La temperatura afecta mas la fase secundaria: mientras que la hidrolisis de la
caseina k comienza a ocurrir a temperaturas menores de 10° C, la agregacion
ocurre a partir de temperaturas mayores (alrededor de 15° C)’ (GARCIA, et al.,
1999). Sin embargo, Scott (1991) especifica que la temperatura oOptima de
coagulacion es de 40° C para la renina del cuajo; por debajo de ésta temperatura

se observa una disminucién en el tiempo de coagulacion, sin pérdida de actividad;
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y por arriba de la misma la actividad también tiende a disminuir hasta desaparecer
por efecto de la desnaturalizacion de la enzima a causa de una temperatura

elevada.

2.3.5.3.- Disponibilidad de Calcio.

“El tiempo de coagulacién depende también de los contenidos de Ca™ y fosfato
coloidales (leches “rapidas”, “normales” o “lentas”). Estos factores pueden
corregirse adicionando sales de Ca (CaCl;) a la leche, lo cual trae como
consecuencia un aumento en la velocidad de coagulacion. La adicion de Ca*™
puede reestablecer los tiempos normales de coagulacién para leches refrigeradas”

(GARCIA, et al., 1999).

2.3.5.4.- Concentracion de la enzima.

Storry, et al. (1982) y Carlson, et al. (1987) mencionan que “la concentracion de
enzima aumenta la velocidad de coagulacion y de endurecimiento y altera las
propiedades reoldgicas del gel”’. Es de esperar que una mayor disponibilidad de
enzima propiciara una mayor y mas rapida transformacion de sustrato en
productos, asi como acelerara también la agregacién de las caseinas ya
insolubles en el lactosuero para conformar la cuajada. En el caso contrario, la
actividad se hara mas lenta y las propiedades deseadas en el resultado de la fase
de coagulacion (la cuajada) no seran las adecuadas para obtener las

caracteristicas deseadas en el producto final (el queso).
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2.3.5.5.- Concentracion del sustrato.

De manera semejante a lo que se refiere en la concentracion de la enzima, la
concentracion del sustrato juega un papel no menos importante, de tal manera que
el comportamiento de la velocidad de reaccion, es decir, la actividad de la enzima,

depende de la concentracion de sustrato, segun la ecuacion de Michaelis-Menten.

Sin embargo, para el caso de que la concentracion de sustrato sea mayor que la
de la enzima, la actividad aumenta de manera proporcional a la concentracién del
sustrato en la medida donde éste es menor a la constante de Michaelis (Km). Al
aumentar la concentracién hasta valores mayores al de Km, la actividad ya no

depende de la concentracion del sustrato.

Es de importancia el conocer las constantes de actividad de la enzima en cuestidon

para dilucidar que tan similar es ésta comparada con el cuajo animal.

Por otra parte, en cuanto a la aplicacién tecnoldgica, Scott (1991) refiere que “la
dilucion de la leche con agua influye asi mismo sobre la tensidén de la cuajada”, lo
que nos reafirma que la baja concentracion de sustrato en un mismo volumen

impedira la formacion de un coagulo firme después de la accion de la enzima.

2.3.6.- Las enzimas de origen vegetal.

Como ya se menciond, desde tiempos antiguos el hombre descubrié que la savia

de algunas plantas es capaz de coagular la leche, Scott (1991) refiere que
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“uno de los primeros coagulantes vegetales descubiertos fue el latex de la higuera
(Ficus carica)” cuya utilizacion se ha venido dando en aquellas regiones en las que
se ha cultivado desde tiempos remotos. EI mismo Scott dice en su obra que
“‘muchos extractos de origen vegetal son capaces de coagular la leche pero
algunos son excesivamente proteoliticos” y cita como ejemplo la papaina de la
Carica papaya; la bromelina de la pifia (Ananas sativa) y la ricina de las semillas
del aceite de castor (Ricinus communis). El cuadro 1 expone algunas especies

vegetales utilizadas como fuente de coagulantes de la leche.

CUADRO 1: Plantas productoras de enzimas utiles para la coagulacion de la leche.

Cynara cardunculus L.
Articum minus
Solanum dalcamara
Malva sylvestris
Cirsium and Carlina spp.
Ficus carica
Herculeum spondylum
Centurea spp.
Galum verum
Senecio jacobaea
Ranunculus spp.
Urtica diocia
Dipsacus sylvestris
Achillea millefolium
Winthiana coagulans

Euphorbia lathyrus
SCOTT (1991).

2.3.6.1.- Ventajas del uso de enzimas de origen vegetal.

“Algunos de los extractos de plantas se utilizan en zonas aisladas en las que la

adquisicion de otro tipo de coagulantes resulta dificil” (SCOTT, 1991).
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Es posible la elaboracion de un sucedaneo del cuajo animal al hacer uso de un
procedimiento adecuado para la extraccion y purificacion de las enzimas
provenientes de una fuente vegetal, con una fuerza de cuajo parecida al de aquel;
de hecho, el INIA de Espana (1998) obtuvo un extracto a partir de la variedad
cultivada ETSIA de cardo con una fuerza coagulante, o fuerza de cuajo, préxima a
1:9 000. La fuerza coagulante del cuajo es desde 1:10 000 hasta 1:12 000, segun
la pureza de la enzima, aunque hay extractos comerciales de cuajo animal con
una fuerza de 1:6 000, y Veisseyre (1972) refiere que en el comercio se venden
extractos con fuerza desde 1:2 500 hasta 1:5 000, y que, sin embargo, existen
cuajos en polvo que alcanzan una fuerza coagulante de hasta 1:100 000 o

superiores.

La fuerza de cuajo, como sus sindnimos: poder coagulante, fuerza coagulante,
titulo coagulante o actividad coagulante, se refiere a la cantidad de leche en litros
que puede ser coagulada por una parte de cuajo, en litros o gramos y sus
subunidades, segun se exprese. Asi, si se dice que la fuerza de cuajo de un
extracto enzimatico es de 1:9 000, quiere decir que una parte de extracto (gr, Kg,
ml o It) puede coagular 9 000 partes de leche, expresadas de igual forma en gr,
Kg, ml o It, en un tiempo de 40 minutos a una temperatura equivalente a 35° C: es
decir, 1 litro de extracto enzimatico puede coagular 9 000 litros de leche en 40

minutos a 35° C.

Boavida (2001) observo que los valores de actividad coagulante referidos a gramo
de flor utilizados en la produccion del queso de Serpa (en Portugal) fueron

inferiores a los valores reportados por Martins, et al. (1996), dado que los
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productores emplean cardo con muchas impurezas y los métodos de secado, asi
como los procedimientos de almenaje y conservacion son muy deficientes. Sin
embargo, no deja de ser una materia vital para el proceso de obtencién de este

tipo de queso.

Quiza las caracteristicas de los quesos madurados, sobre todo las referentes al
desarrollo de aromas caracteristicos, si sean afectadas por la utilizacion de
coagulantes de origen vegetal; sin embargo, en lo que se refiere a quesos frescos,
muchas veces no es deseable un sabor y aroma tan fuertes en el producto final,
dicha eliminacién de aromas y sabores indeseables podria ser eliminada con la

utilizacién del coagulante de origen vegetal propuesto en la presente.

Por ultimo, aunque la actividad coagulante de la enzima de origen vegetal no sea
al mismo nivel de la del cuajo animal (por su especificidad), si pudiera ser
econdmicamente mas rentable producir la primera, dado que su fuente de origen
es una maleza, como lo es el cardo, cuyo cultivo no requeriria mayores cuidados
comparado con un hato de ganado vacuno, caprino, ovino o porcino. Ademas, su
aplicacién podria enfocarse a la produccion de quesos de pasta cocida cuyo
proceso permitiria la inactivaciéon de la enzima a causa de una desnaturalizaciéon
por calor, eliminando asi los inconvenientes que se presentan en los quesos de
pasta fresca donde ocurre una protedlisis posterior a la elaboracién, dando lugar a
la liberacién de péptidos de sabor amargo, asi como el desarrollo de defectos en
cuanto a textura. Todo ello a partir de una fuente enzimatica mucho mas barata

que los extractos enzimaticos de origen animal o microbiano.
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2.3.6.2.- Desventajas del uso de enzimas vegetales.

“‘Parece ser que algunos de éstos (extractos) elaborados por procesos
rudimentarios coagulan por accion acida y enzimatica y se utilizan principalmente

para la elaboracion de cuajadas blandas” (SCOTT, 1991).

"Estos enzimas tienen una capacidad proteolitica menos especifica por lo cual
pueden causar sabores amargos en los quesos si no son bien utilizados. Su uso a
nivel comercial es limitado, generalmente se utilizan en la elaboracion artesanal de

determinados tipos de quesos” (UNIVERSIDAD DE ZULIA, 2003).

Scott (1991) menciona que “‘como sea que existe una gran variedad de
coagulantes, es muy importante que el fabricante de queso se de cuenta de que
cada uno de ellos posee sus caracteristicas propias. Por lo tanto, deberan ser
tomadas en cuenta las condiciones de utilizacion, especialmente cuando se
cambia de un coagulante a otro o cuando se introduzca algun nuevo extracto en el

preparado coagulante”.

2.4.- El cardo (Cynara cardunculus L.).

El cardo (Cynara cardunculus L.), cuya imagen se muestra en la figura 1, es
originario de la parte sur de la Peninsula Ibérica y del Norte de Africa, la literatura
lo cita como una de las plantas que es capaz de provocar la coagulacién
enzimatica de la leche, especificamente sus flores son las que contienen las

enzimas proteoliticas responsables de dicha propiedad.
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FIGURA 1: El cardo (Cynara cardunculus L.).

En México se ha encontrado en forma silvestre, a la entrada de la zona del Bajio
Guanajuatense, en el municipio de Apaseo el Grande, desconociéndose su

distribucion en otras partes del pais.

El estudio de clasificacién botanica hecha por Villarreal Quintanilla (2003) del
Departamento de Botanica (Division de Agronomia) de la UAAAN, refiere que es
una maleza introducida, es decir, no es nativa de la regién donde fue colectada;
sin embargo, por las caracteristicas fisicas de la planta se puede deducir que la
region donde fue encontrada es apta para su cultivo en gran escala y sin mayores

cuidados, ya que, como se ha mencionado, se encontrd en forma silvestre.

2.4.1.- Descripcion botanica.

La clasificacién botanica que refiere la literatura para el caso del cardo es la que

se muestra en el cuadro 2.
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CUADRO 2: Clasificacion botanica del cardo segun Merops (2003):
Super reino: Eukaryota.
Reino: Viridiplantae.
Sub reino: Streptophyta.
Phylum: Embriophyta.
Sub phylum: Tracheophyta.
Super clase: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Sub clase: Asteridae.
Orden: Asterales.
Familia: Asteraceae.
Género: Cynara.
Especie: cardunculus L.

2.4.2.- Historia y antecedentes de investigacion del uso del cardo (Cynara

cardunculus L.) en la elaboracién de queso.

La historia del uso del cardo (C. Cardunculus L.) como coagulante de la leche se
remonta a la época en que los romanos ocupaban la Peninsula Ibérica donde, a
partir de leche de oveja coagulada con las flores de esta planta, se comenzaron a
crear algunos tipos de queso de los que se conocen hoy en dia en aquella region
de Europa, como ejemplos podemos citar. La Torta del Casar, el queso de flor
guia, el de la Serena (Islas Canarias) entre otros en Espafa, y en Portugal el

queso Serpa y Serra.

Boavida (2001) cita diversas referencias acerca de la historia del uso del cardo (C.
Cardunculus L.) en la elaboracién de diversos tipos de queso: “Es conocido que,
los mal llamados, cuajos vegetales, particularmente procedentes de las flores de
cardos, se han utilizado con éxito en la elaboracion de distintos quesos desde la

antigiiedad. Asi, de acuerdo con la traduccién de D. Juan M. Alvarez de

XXXV



Sotomayor y Rubio hizo en 1824 del tratado de Agricultura de Colmuela, De re
rustica, se indica que la leche se puede cuajar con cuajo de cordero o de cabrito
aunque también puede hacerse con la flor del cardo silvestre.” Refiere también
que “en la obra de D. Miguel de Cervantes el “Quijote” dentro de las
recomendaciones que el médico hace a Sancho sobre lo que ha de comer un
Gobernador para conservar su buena salud se dice en referencia a la técnica de
elaboracién del queso Manchego lo siguiente “ordefiar las ovejas manchegas a la

antigua usanza y agréguesele flor de cardo.”

“[...] El coagulante de las flores del cardo (C. cardunculus L.) es utilizado
tradicionalmente en Portugal para la manufactura de quesos blandos de leche de
oveja. La enzima incrementa su actividad cuando declina el pH y es mas
proteolitica que la renina (VIEIRA'Y BARBOSA, 1970). Esta es superior a la renina
en la produccion de queso tipo Serra de leche de oveja, pero esa alta actividad
proteolitica ocasiona ablandamiento del producto y defectos de sabor y textura
cuando se le utiliza en la manufactura de queso Edam y Roquefort (VIEIRA' Y

BARBOSA, 1972)” (GREEN, 1976).

En México pocas personas conocen esta utilidad de las flores del cardo (C.
Cardunculus L.), y sOlo en algunas regiones es utilizado en procesos artesanales.
De aqui el proposito de realizar la presente investigacion para difundir este
conocimiento, asi como para sentar las bases de estudios posteriores que

permitan perfeccionar el uso de esta planta en procesos a escala industrial.
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En cuanto a los antecedentes de investigacion se encontré que “la utilizacion de la
flor de cardo (C. Cardunculus L.) como coagulante vegetal empleado en la
mayoria de los quesos tradicionales portugueses y en algunos espafoles de
Extremadura, ha sido comentada por diversos autores, Matos, et al. 1948; Vieira
De S3, et al. 1972; Barbosa, et al. 1976; Figueiredo, 1987; Morbey, 1990; Campos,
et al. 1990; Morgado, 1990; Faro, 1991; Roseiro, 1991; Sousa, et al. 1997;
Martins, 1999 y otros extranjeros, Christien, et al. 1935; Tsouli, 1974; Marcos, et
al. 1978; Sanjuan y Fernandez-Salguero, 1994. En estos trabajos se abordan
distintos aspectos como influencia de diferentes factores en la actividad
coagulante de este cardo en leche en polvo reconstituida y leche de oveja
(SANJUAN y FERNANDEZ-SALGUERO, 1994), datos de coagulacién de la leche
utilizando la especie Cynara humilis (MARTINEZ, 1979) y la influencia del area
geografica de recoleccion y de los diferentes estadios de floracion [...] sobre la

actividad coagulante” (BOAVIDA, 2001).

El cardo, “por su composicién, puede emplearse como cuajo vegetal en diversas
preparaciones. [...] El cardo es capaz de coagular la leche. Con este fin se
emplean sus flores desecadas a modo de cuajo vegetal en diversas aplicaciones
culinarias. Se dejan macerar en agua durante varias horas. Posteriormente, esta
agua se afiade a la leche calentada a 35-40° C y, tras remover la mezcla, se deja

en reposo para que tenga lugar la coagulacion” (CONSUMER.ES, 2001).

El Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA) de Espafia (1998) refiere
que “trabajos de investigacion dirigidos a la obtencidn y caracterizacion del

coagulante de leche normalizado de origen vegetal (Cynara cardunculus L.) para
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su aplicacion comercial en la elaboracién de queso de la Serena llegaron a los

resultados siguientes:

[...] Se ha desarrollado un método para la obtencion de extractos coagulantes
concentrados a partir de flores molidas de la especie silvestre y, variedad cultivada
ETSIA con el titulo coagulante proximo a 1:9 000, estables en su actividad

coagulante al menos un afio y, adecuado a la norma microbioldgica vigente.”

Sin embargo, el INIA no revela el método desarrollado para la extraccion del
coagulante de la planta en cuestion. Martins, et al. (1996) reporta también
actividad coagulante, referida a un gramo de flor, con valores medios cercanos a
1: 9 000. Prados, et al. (2002), de la Universidad de Cérdoba, Espania, refiere un
método de extraccidn de los extractos coagulantes: “Los extractos acuosos de C.
cardunculus L. se obtuvieron a partir de aproximadamente 150 g de flores secas
que se maceraron en 1 | de agua durante 24 horas, tras lo cual fueron filtrados a
través de un pafno de algodon y congelados en placas de vidrio de gran diametro a
una temperatura de -32° C. Tras la congelacion de los extractos, se liofilizaron a
una presion entre 4 y 13 Pa durante aproximadamente 24 h. El polvo asi obtenido

se almacend de forma hermética en un envase opaco”.

Faro (1991), describe en su trabajo la accidén de la proteasa del cardo (Cynara
cardunculus L.) en la leche de la siguiente manera: “La proteasa de C.
cardunculus L. tiene preferencia por ligaduras peptidicas que incluyen
aminoacidos hidrofébicos actuando preferentemente sobre ligaduras de tipo (Phe,

Leu, ILe)-(Val, Tyr). Tal como la mayoria de las otras enzimas coagulantes, la
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proteasa de C. cardunculus L. inicia la coagulacién de la leche por el rompimiento
de la ligadura Phe105-Met 106 de la k-caseina”. Este autor menciona también que

las proteasas del cardo poseen un peso molecular aparente de entre 16 y 31KDa.

Por otro lado, Macedo (1994) describe algunos efectos de la proteasa aspartica de
C. cardunculus L., conocida como “cardosina”, sobre las caracteristicas
sensoriales del queso: “la accion de la cardosina sobre la k — caseina no parece
tener efectos adversos sobre la calidad del queso (de leche de vaca). El sabor
amargo y los defectos de textura estan probablemente relacionados con la

elevada actividad de la cardosina sobre las regiones de la as; - caseina Ala163-

Trp-Tyr-Tyr-Val167 y B - caseina Ala189-Phe-Leu-Leu-Tyr193, respectivamente”.

Boavida (2001) reporta que factores como la calidad de las plantas (flores), el tipo
de recoleccién, la forma de conservacion y la manera de preparar el extracto de
las flores de cardo (C. cardunculus L.) para utilizarlo en la elaboraciéon de queso de
leche de oveja (Queijo Serpa), influyen en el poder coagulante del mismo. De igual
forma, los tiempos de coagulacion empleados son muy distintos entre los

productores de este tipo de queso, segun se puede observar en el cuadro 3.
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CUADRO 3: Condiciones de empleo del coagulante empleado en la produccién de los distintos

lotes de queso Serpa en Portugal.

CONDICIONES DE UTILIZACION DEL Queseria

CARDO S A | M
Cardo por 100 It de leche (gr/100lt). 50 20 20 35
Cardo por litro de agua (gr/lt). 200 60 30 105
Remojo de vispera. + + + -
Molienda y filtrado. + - - +
Temperatura de cuajado (°C). 30 29 32 31
Titulo del coagulante (n° de litros de
leche/ kg de cardo). 2 000 5 000 5 000 2 800
Duracion de coagulacién (min). 90 60 50-60 90

(+): se realiza. (-): no se realiza.
Fuente: Boavida (2001).

Los antecedentes de investigacion expuestos muestran una clara tendencia hacia

la obtencion de extractos enzimaticos purificados dirigidos a su aplicacion en la

industria del queso; sin embargo, también se observa que dicha investigacion ha

sido desarrollada sélo en la region de origen del cardo (C. Cardunculus L.), es

decir, en algunas regiones de Espafa y Portugal, sin que en nuestro pais se

desarrollen actividades similares en la busqueda de sucedaneos del cuajo animal

cada vez mas escaso. De ahi la importancia de esta investigacion.

En la figura 2 podemos apreciar las utiles, y ademas hermosas flores del cardo (C.

cardunculus L.).

FIGURA 2: Capitulos florales del cardo.
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ll. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente estudio se plantearon 5 etapas de trabajo:

© Recoleccién y conservacion del material bioldgico.

© Determinacion de la parte de la planta con actividad proteolitica.

© Extraccion y purificacion de la fraccion con actividad enzimatica a partir de la
flor.

© Caracterizacion cinética del extracto enzimatico purificado.

© Evaluacién y aplicacién practica del extracto enzimatico en la tecnologia

quesera.

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en cada una de las etapas
anteriormente citadas, se utilizaron diversos materiales y técnicas, mismos que se

explican en cada etapa.

3.1.- ETAPA 1: Recoleccion y conservaciéon del material biolégico.

El material biolégico se recolecté de manera manual, y se separaron las diversas
partes de la planta a estudiar: raiz, tallo, hojas y flores. La recoleccion se llevo a
cabo en las inmediaciones del “rancho Celaya”, propiedad privada, al este de la
cabecera municipal de Apaseo el Grande, Guanajuato y al oeste de la ciudad de
Santiago de Querétaro, capital del estado de Querétaro de Arteaga. Las

comunidades mas cercanas al lugar de recolecciéon son: Obrajuelo al norte; y
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Caleras de Amexhe y Caleras de Obrajuelo al sur. (Ver anexo 7.2). En la figura 3

se muestra el area donde se llevo a cabo la recoleccion de la planta.
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FIGURA 3: Area geografica de recoleccion de las diferentes partes de la planta [cardo (C.
cardunculus L.)]:

FUENTE: Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal. Enciclopedia de los
municipios de México. Guanajuato. Apaseo el Grande. (2002).

Por ser el cardo (C. cardunculus L.) una planta de ciclo anual, las muestras de
flores, tallo, hojas y raiz se obtuvieron en cantidad suficiente para el desarrollo del
estudio. Todas las muestras se recolectaron frescas y se conservaron a —15° C en
un congelador marca “American”, a excepcion de las flores, que fueron desecadas

con el mismo fin para su posterior procesamiento y analisis.
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En el caso de las flores, éstas se desecaron a temperatura ambiente y protegidas
de la luz solar, a fin de conservar y concentrar la propiedad que se les atribuye,
esto por la razén de que la recoleccion fue realizada en campo donde se carece
del equipo para dicho proceso. Posteriormente, al ser identificadas como la parte
de la planta con mayor cantidad de proteina y actividad proteolitica, segun
ensayos de cuantificacion de proteina y pruebas de coagulacion descritas

posteriormente, se procedid a una segunda recoleccion exclusiva de ésta.

3.2.- ETAPA 2: Determinacion de la parte de la planta con actividad

proteolitica.

El conocimiento empirico muestra que la parte de la planta con actividad
proteolitica es la flor; sin embargo, para corroborar dicha afirmacion, se realizaron

ensayos con las diferentes partes de la planta a fin de comprobar esta hipétesis.

3.2.1.- Determinacion de pH de las diferentes partes de la planta.

A fin de conocer las condiciones de pH en las que se analizaria cada parte de la
planta, se procedié a realizar dichas determinaciones, para lo cual se utilizé un
potenciometro digital Coming pHmeter modelo 3D. Lo anterior para realizar las
extracciones en las condiciones nativas, y evitar que las alteraciones de pH

afectaran el proceso dafiando la enzima objeto de este estudio.
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En cada ensayo se maceraron en un mortero 5 gramos de muestra en 100 ml de
agua destilada, se filtrd el liquido obtenido y se registro el pH con el potenciometro

citado, desechando cada una de las muestras una vez realizado el analisis.

3.2.2.- Técnica para la extraccién de la enzima.

Una vez conocido el pH de cada una de las partes de la planta, se proceso6 cada

una de ellas.

Las muestras se congelaron y descongelaron a fin de romper las paredes
celulares de cada parte de la planta. Se maceraron 5 gramos cada muestra por
separado (en tres series de dos repeticiones cada una, es decir, un total de seis
repeticiones) con 50 ml de solucién bufer de fosfatos 0.1M al pH correspondiente,
determinado anteriormente, y preparada segun especificaciones de Lynch, et al.

(1987).

Una vez solubilizada en el bufer de fosfatos, cada muestra se colocé en un tubo
para centrifuga y las muestras se centrifugaron a 3, 500 rpm por 15 minutos en
una centrifuga IEC International centrifuge modelo K No. 4410P-1, a temperatura
ambiente. Las condiciones anteriormente descritas no son las 6ptimas, se recurrid
a ellas por falta de equipo adecuado; se recomienda trabajar en centrifuga

refrigerada a 16,000 g durante 30 minutos, a 4° C (NILO, 1997).

Una vez concluido el tiempo de centrifugado, se descartd el precipitado y el

sobrenadante se pasé a una probeta graduada a fin de conocer el volumen
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obtenido. Posteriormente éste se transfirid a otro tubo para centrifuga y se agregé
a cada muestra 3 volumenes de acetona a —15° C a fin de precipitar la proteina
solubilizada. Se llevé a una segunda centrifugacion a la misma velocidad y tiempo,
cabe mencionar que las condiciones ideales de trabajo son también las citadas
anteriormente. Al finalizar esta operacion se descarté el sobrenadante y se
conservo el precipitado, el cual contiene las proteinas obtenidas de cada una de

las muestras (extractos crudos).

El precipitado obtenido se resuspendié en 30 ml de la solucién bufer de fosfatos
0.1M con el pH adecuado, de acuerdo al origen de cada una de las muestras, y se
colocé cada una de las repeticiones en tubos de ensaye con rosca y tapén de
baquelita. Enseguida se llevaron a temperatura de congelacion para su
conservacion, y posterior evaluacion en cuanto a concentracion de proteina y

ensayos de coagulacion en fresco.

3.2.3.- Determinacion de la concentraciéon de proteina (método Bradford).

Se filtraron 2 ml de extracto crudo de cada repeticion obtenidos de las diversas
partes de la planta, solubilizado en bufer de fosfatos al pH adecuado, con papel
filtro de poro cerrado (no. 1). Por separado se filtré6 también un volumen suficiente
de reactivo azul de Coomasie (véase preparacion en anexo 7.5.3), el cual se
colocdé en un matraz erlenmeyer forrado de papel aluminio, a fin de protegerlo de

cualquier fuente de luz.
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Para preparar el blanco, en un tubo de ensaye se colocé 1 ml de bufer fosfatos,
medio en que se resuspendid el extracto, y 1 ml de reactivo azul de Coomasie, se
mezclé en un agitador Vortex Genie Mixer modelo S8223 y se vacioé en una celda
para espectrofotometro. La lectura se realizd en un espectrofotdmetro digital

marca Spectronic, modelo 20 Genesys, a una longitud de onda de 595 nm.

Para la lectura de proteina de cada repeticidon se siguidé el mismo procedimiento,
sustituyendo el agua destilada por 1 ml de extracto crudo filtrado. Obtenidos los

datos de lectura se procedio a su registro y procesamiento estadistico.

A fin de estimar la cantidad de proteina presente en los extractos enzimaticos
crudos, se realizé una curva de calibracion utilizando albumina en concentraciones
conocidas; las cuales consistieron en diluciones seriadas utilizando agua destilada

en calidad de solvente.

3.2.4.- Pruebas de coagulacién en fresco.

Con el objetivo de conocer la actividad proteolitica de cada una de las partes de la
planta, se llevaron a cabo pruebas directas de coagulacion bajo la siguiente

metodologia.

En un vidrio de reloj se colocé 1 ml de leche a 40° C y 1 ml de extracto crudo
resuspendido en bufer de fosfatos 0.1 M al pH correspondiente a la fraccién de la
planta. Se realizé la observacién visual de la presencia o ausencia de coagulacién

en un tiempo de hasta 40 minutos. Con esta prueba se descartaron los extractos
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de hojas, tallo y raiz, por presentar nula actividad proteolitica, y se conservo el

extracto de las flores, donde si se observé actividad.

3.3.- ETAPA 3: Extraccion y purificacion de la fraccion enzimatica a partir de

la flor.

3.3.1.- Técnica para la extraccion y fraccionamiento de las proteinas

presentes.

Se maceraron 5 gramos de muestra, flor desecada, con 50 ml de solucién bufer de
fosfatos 0.1M al pH 5.3. Una vez solubilizada en el bufer de fosfatos, la muestra
se colocd en un tubo para centrifuga y se centrifugd a 3, 500 rpm por 15 minutos
en una centrifuga IEC International centrifuge modelo K No. 4410P-1, a
temperatura ambiente. Las condiciones anteriormente descritas no son las

optimas, como anteriormente se cito en la etapa 2.

Una vez concluido el tiempo de centrifugado, se descartd el precipitado y el
sobrenadante se pasé a una probeta graduada a fin de conocer el volumen
obtenido. Posteriormente éste se fraccion6 en cuatro partes iguales y se transfirid
a igual numero de tubos para centrifuga agregandose solucion de sulfato de
amonio en las diferentes concentraciones que se muestran a continuacion en el

cuadro 4.
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CUADRO 4: Concentraciones de sulfato de amonio utilizadas para precipitar proteinas,
solubilizadas en bufer fosfatos, de la flor de cardo (C. cardunculus L.).

Volumen de muestra | % de saturacion en la
solubilizada solucién precipitante de
(ml) sulfato de amonio
10 0
10 40
10 50
10 80

Lo anterior se realizd con el objetivo de fraccionar la proteina presente en el
extracto solubilizado obtenido a partir de la flor de la planta, para su posterior
analisis y determinacion de la fraccion con la actividad proteolitica deseada, lo que
no hubiera sido posible utilizando acetona como precipitante en lugar de la

solucién de sulfato de amonio en las concentraciones mencionadas.

La metodologia anterior se llevdo a cabo bajo el siguiente fundamento: “Una
descripcion simplificada del mecanismo de insolubilizacién por salado esta basada
en el hecho de que la adicidn de las sales elimina el agua de la proteina hidratada,
dejando las regiones hidrofdbicas en libertad de combinarse intermolecularmente”

(GLATZ, 1990).

El procedimiento anteriormente citado tuvo como objetivo la purificacion parcial del

extracto a evaluar.

3.3.2.- Dialisis.

Este proceso se llevo a cabo con el fin de eliminar la sal (sulfato de amonio)

utilizada en la etapa de precipitacion, ya que ésta puede interferir en la evaluacion
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del extracto enzimatico, asi como la de eliminar proteinas con peso molecular
inferior a 12 KDa, ya que son capaces de emigrar hacia el exterior de la
membrana utilizada en el sistema de didlisis, manteniéndose en el interior
proteinas con un peso molecular superior al mencionado. Faro (1991) reporta que
las proteasas del cardo poseen un peso molecular aparente entre 16 KDa y 31

KDa.

Una vez obtenido el extracto de la etapa de precipitacion, se diluyé en un volumen
de 30 ml de agua destilada y se transfirié al interior de un sistema de membrana
sintética, con tamano de poro que permite eliminar particulas de peso molecular

menores a 12 KDa.

El sistema de membrana, previamente cerrado, se colocd dentro de un vaso de
precipitado con capacidad de un litro, el cual contenia a su vez agua destilada. Se
colocd un agitador magnético dentro del vaso de precipitado y todo el sistema de
didlisis se colocd dentro de un bafio de hielo, el cual se monté en un agitador
Thermolyne, modelo Cimarec 2, a fin de mantener agitacion constante dentro del

sistema, cambiando el agua del mismo cada hora.

Se llevd a cabo la eliminacion de sulfato de amonio por ésta técnica durante un
tiempo equivalente a 36 horas, momento en que el agua del sistema presentd
ausencia cualitativa de sulfatos. La técnica para determinacion cualitativa de

sulfatos se expone en el anexo 7.5.1.
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3.3.3.- Cromatografia de intercambio idnico.

Posteriormente se continud con la purificacion mediante cromatografia liquida de
adsorcion, la cual emplea adsorbente en el que los solutos a separar presentan
diferentes grados de retencién. De los subtipos de cromatografia liquida por
adsorcion, se optdé por la de intercambio idnico, que se basa en la interaccion
electrostatica entre los grupos cargados del soluto y los grupos cargados de los

adsorbentes utilizados en ésta (TEJEDA, et al, 1995).

La cromatografia por intercambio idnico es una de las mas utilizadas a nivel
industrial para la purificaciéon de diferentes tipos de compuestos. Las resinas

utilizadas son de dos tipos: catidnicas y aniénicas (TEJEDA, et al, 1995).

La razon de utilizar el método mencionado, fue que se disponia del material
necesario y de los reactivos correspondientes en la Universidad. A continuacién se

describe la metodologia.

Se preparo el soporte de la columna, el cual consistid de resina cationica DOWEX
— 50W - X2 (forma hidrogenada) SIGMA, disolviéndola en agua destilada dentro
de un vaso de precipitado. Se transfirié la suspensién a una columna hasta el nivel
deseado (5 cm de la altura total de la misma). Posteriormente se pasaron por ésta
150 ml de acido clorhidrico (HCI) 1N, enseguida 150 ml de agua destilada (para
neutralizar), y se siguio lavando la columna hasta lograr un pH de 6 a 7, con lo que

la columna estuvo lista para usarse.



Enseguida se colocaron 30 ml de muestra (extracto precipitado resuspendido en
agua destilada, proveniente de la etapa de didlisis). Se agregaron 150 ml de
acetona fria (temperatura menor a 20° C), y después 150 ml de agua destilada a

fin de retirar los restos del solvente que pudieron quedar en la columna.

Posteriormente, se anadieron 150 ml de NH4 OH (hidroxido de amonio) 3N, con lo
que se llevo a cabo el intercambio idnico en la columna, se recogi6 esta fraccion y
se guardd, ya que es la que contiene a la enzima purificada. Por ultimo, se
pasaron por la columna 50 ml de agua destilada a fin de retirar los restos de
hidroxido de amonio y la enzima restante que pudo haber quedado adsorbida en

aquella.

3.4.- ETAPA 4: Caracterizacion cinética del extracto enzimatico purificado.

3.4.1.- Evaluacion de la actividad proteolitica del extracto enzimatico

purificado.

Debido a la imposibilidad de determinar la actividad proteolitica del extracto
enzimatico en un sustrato natural (leche bronca) por la problematica que este
ofrece, se optd por la metodologia reportada por Duckjovich y Esquivel (1995),

misma que fue modificada para los fines perseguidos en esta investigacion.

Se prepard una solucion de caseina al 2% ajustando a pH 6.6 con bufer fosfatos.

Se sometieron a reaccion 25 mililitros de sustrato con 0.5 ml del extracto
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enzimatico purificado a temperatura de 40° C con agitacién constante en un

termobano NESLAB modelo Rotofix II.

Se tomaron muestras de la reaccion cada minuto por un tiempo total de 10
minutos. La reaccion se detuvo con &cido tricloroacético al 10% en bafo de hielo.
Posteriormente las muestras obtenidas se centrifugaron a 14 000 rpm en
centrifuga Eppendorf modelo 5415C por cuatro minutos y el sobrenadante
obtenido se someti® a lectura espectrofotométrica U. V. a 280 nm en
espectrofotometro marca Spectronic modelo Biomate 3, utilizando como blanco

agua pura desionizada.

3.4.2.- Caracterizacion cinética.

3.4.2.1.- Determinacioén del coeficiente de extincion molar (¢) del sustrato

especifico (k-caseina).

Para la caracterizacion cinética se determiné primero el coeficiente de extincién
molar (¢) del sustrato para conocer la concentracion de la k caseina por ser ésta la
fraccion de las caseinas donde se lleva a cabo la hidrdlisis que hace posible la

coagulacion de la leche.

Para conocer el valor de ¢ para la k caseina, se aplico la formula reportada por la

Universidad de Buenos Aires, Argentina (2003), la cual se explica en seguida y
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cuya aplicacion se propone para cualquier proteina en unidades de mM' ecm™ a
280 nm:

g =5.5 (W) +1.49 (Y) + 0.125 (C)
Donde:

¢ = coeficiente de extincién molar.
W = n° de triptéfanos (Trp) en la molécula de la proteina.
Y = n° de tirosinas (Tyr) en la molécula de proteina.

C = n° de cistinas (Cys) en la molécula de proteina.

En la tabla 17 del anexo 7.6 se muestra el contenido de los aminoacidos
necesarios para calcular el coeficiente ¢ para la « caseina. De lo anterior, se

dedujo el coeficiente de extincién molar (¢) para dicha proteina: 19.16 mM'cm™.

3.4.2.2.- Determinacion de parametros cinéticos.

Para la caracterizacion cinética se tomaron las Vo de las cinéticas de reaccion

realizadas en el punto 3.4.1 en unidades de absorbancia por minuto (Uags/min.)

A fin de deducir los parametros necesarios para determinar los valores de Vmax ¥
Km, se realizaron ensayos con distintas concentraciones de sustrato siguiendo la

metodologia que se describe a continuacion.

Se prepard una solucion madre de caseina al 5% en bufer fosfatos de pH 6.6, de
las cuales se prepararon diluciones para obtener concentraciones de 1, 2, 3,4y

5%, las cuales se leyeron en espectrofotdmetro Spectronic Biomate a 280 nm de
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manera directa para conocer la absorbancia de cada una de las concentraciones

de sustrato.

Conocida la concentracion del sustrato, se pudieron calcular entonces los
parametros cinéticos Vmax Y Km para la proteasa del cardo (C. cardunculus L.),

aplicando el arreglo de Lineweaver - Burk para la ecuaciéon de Michaelis — Menten:

1Vo = [(Km/Vmax) (1/[S]o)] + (1/Vimax)

La cual se expresa en la grafica de la figura 4.

1o

1/ Vmax

e

1/[S]e

FIGURA 4: Arreglo gréfico de Lineweaver - Burk para la ecuacion de Michaelis — Menten.

3.5.- ETAPA 5: Evaluacion y aplicacion practica del extracto enzimatico en la

tecnologia quesera.

La parte final del presente trabajo consisti6 en la evaluacion de los extractos
obtenidos, ademas de la enzima purificada, a fin de conocer su funcionalidad.

Para lo anterior se llevaron a cabo las pruebas descritas a continuacion.
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3.5.1.- Determinacion de la fuerza de cuajo.

Para esta prueba, se tomd en cuenta la metodologia expuesta por Veisseyre

(1972):

“Para su empleo racional, los extractos de cuajo comerciales deben tener un poder
coagulante cuidadosamente determinado. Este poder, llamado comunmente
fuerza de cuajo, indica el numero de litros que puede coagular un litro de extracto

de cuajo a la temperatura de 35° C en 40 minutos”.

“Verificar la fuerza de un extracto de cuajo es una operacion sencilla. Se calientan
500 ml de leche muy fresca, a 35° C y se le afiade un mililitro del extracto de cuajo
que se quiere comprobar, o mejor, 10 ml de una dilucién 1 / 10 en agua. El tiempo
necesario para la formacion de una cuajada firme permite determinar la fuerza de
coagulacion del extracto”:

F =500 X 2400
t

Donde:

F: fuerza del cuajo.

t: tiempo (seg.).

500: los ml de leche utilizados.

2400: los segundos equivalentes a 40 minutos.

En este caso, se realizaron tres repeticiones para dos etapas de la purificaciéon

(extracto crudo y fraccion dializada), utilizando 250 ml de leche recién ordefiada y
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500 pl de extracto diluidos en 5 ml de agua destilada en cada caso. A la fraccién
purificada no se le sometié a esta prueba debido al elevado nivel de dilucion que

presento.

3.5.2.- Aplicacion practica del extracto parcialmente purificado (dializado) en

la tecnologia quesera.

Después de la determinacion de la fuerza de cuajo de las fracciones cruda y
parcialmente purificada (dializada), se realizaron dos pruebas de elaboracién de

queso asadero y queso fresco molido.

En la primera prueba (queso asadero) se utilizaron 20 litros de leche de vaca a
40°Dornic de acidez. Siguiendo la tecnologia de elaboracion de dicho tipo de
queso, mostrada en el anexo 7.5.4, se utilizaron para la coagulacion 5 ml de
extracto enzimatico de flor de cardo (dializado) diluido 2 veces en agua destilada,
es decir, un volumen total de 15 ml. Los resultados del seguimiento de la
tecnologia para el queso asadero se muestran en el apartado correspondiente del

capitulo de resultados.

La segunda prueba (queso fresco molido) se realizé con 2 litros de leche fresca de
vaca, la cual presenté solo 16° Dornic de acidez; en el seguimiento de la
tecnologia de elaboracion de este tipo de queso (ver anexo 7.5.5) se utilizé 1 ml
de extracto enzimatico de flor de cardo (dializado) diluido en 4 partes de agua
destilada, es decir, un volumen total de 5 ml. Los resultados obtenidos se exponen

en el capitulo correspondiente.
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IV.- RESULTADOS

Derivados del seguimiento de la metodologia en cada una de las etapas
anteriormente expuestas, se obtuvieron los siguientes resultados para cada una

en la presente investigacion.

4.1.- ETAPA 1: Recoleccion y conservacion del material biolégico.

De las fracciones de la planta correspondientes al tallo, hojas y raiz, se
recolectaron cantidades suficientes para su evaluacion. Estas se conservaron en
congelacion a partir de su llegada al laboratorio, a fin de preservarlas de
alteraciones organicas desencadenadas por causas naturales hasta su utilizacion

durante el analisis en busca de agentes (enzimas) con actividad proteolitica.

4.2.- ETAPA 2: Determinacion de la parte de la planta con actividad

proteolitica.

4.2.1.- Determinacion de pH de las diferentes partes de la planta.

A fin de conocer las condiciones de pH en que se deberia analizar cada parte de

la planta, se procedié a su determinacién por medio de la metodologia expuesta

en el capitulo anterior. Los resultados se muestran en el cuadro 5.
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CUADRO 5: Valores de pH de cada parte de la planta.

PARTE DE LA VALOR DE pH
PLANTA
RAIZ 5.6
TALLO 6.4
HOJAS 6.4
FLORES 5.3

4.2.2.-Técnica para la extraccién de las proteinas.

La técnica utilizada para la obtencién del extracto proteinico fue seleccionada de

acuerdo al rendimiento cualitativo final; aunque que la precipitaciéon con acetona

proporcion6 rendimientos visiblemente superiores en cuanto a concentracion de

proteina en el extracto precipitado resuspendido (figura 5), se opté por la

precipitacion con solucion saturada de sulfato de amonio porque, aunque este

ultimo presentdé un rendimiento cuantitativo inferior en cuanto a concentracion de

proteina en el precipitado resuspendido una vez eliminada la sal por dialisis,

ofrecio la ventaja de fraccionar las proteinas presentes en la muestra, con lo que

se pudo facilitar la purificacion y caracterizacion de la enzima.

0.14

0.08
0.06

Proteina (mg/m

0.02

0.12 |
0.1 W

004 { B—E—m—

Muestra

‘—Q—Acetona —m— (NH4)2S04 \

FIGURA 5: Concentracion de proteina en extracto precipitado con acetona y con
sulfato de amonio, resuspendido en igual volumen de diluyente.
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4.2.3.- Determinacion de la concentracion de proteina (método Bradford).

A fin de conocer la cantidad de proteina presente en los extractos enzimaticos
crudos procedentes de las distintas partes analizadas de la planta en estudio, se
siguid la técnica de Bradford, expuesta en el capitulo anterior, obteniéndose los

resultados mostrados en el cuadro 6.

CUADRO 6: Contenido de proteina en las diversas partes de la planta.

PORCION | CONTENIDO MEDIO
DE PROTEINA (mg/ml)
RAIZ 0.0053
TALLO 0.0666
HOJAS 0.0691
FLORES 0.7060

Como se observa, es en la flor donde se encontré la mayor cantidad de proteina,
con una concentracion media de 0.7060 mg/ml en la solucién de extracto crudo.
Sin embargo, esto no asegura que sea esta la porcidon idénea para alcanzar los
objetivos planteados, a pesar de que el conocimiento empirico asi lo demuestra,

ya que no toda la proteina es enzima.

4.2.4.- Pruebas de coagulacion en fresco

Las partes de la planta correspondientes al tallo, hojas y raiz presentaron ausencia

de coagulacion.
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El extracto crudo obtenido de las flores desecadas sometido a pruebas de
coagulacion en fresco mostré una fuerte actividad proteolitica, por lo que se

conservo para continuar con la purificacion.

Lo anterior se fundamenta en los resultados que se muestran en el cuadro 7.

CUADRO 7: Pruebas de coagulacion en fresco.

Parte de Tiempo de coagulacién a 40° +1° C en
la planta minutos
10 20 30 40
Raiz - - - -
Tallo - - - -
Hojas - - - -
Flores + + + +

(+) Resultado positivo. (-) Resultado negativo.

4.3.- ETAPA 3: Extraccion y purificacion de la fraccion con actividad

enzimatica a partir del la flor.

A fin de obtener un extracto enzimatico mas puro, una vez conocida la parte a
utilizar de la planta, se sometio al extracto muestra (flor) a una purificacién parcial
primero, materializada en la precipitacién con sulfato de amonio y posterior dialisis,
hasta lograr una purificacién especifica, utilizando para este fin el proceso de

cromatografia por intercambio ionico.
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4.3.1.-Técnica para la extraccion de la enzima

La técnica utilizada para la obtencion del extracto proteinico fue seleccionada de
acuerdo al rendimiento cuantitativo final; dado que la precipitacién con acetona
proporcion6 rendimientos visiblemente inferiores, se optd por la precipitacién con
solucion saturada de sulfato de amonio. Lo anterior se justifica con los resultados
del cuadro 8, donde se observa que la fraccidn protéica obtenida con una
saturacién al 50% en la solucion de sulfato de amonio es éptima para la obtencién
de la fraccion de las proteinas entre las cuales se encuentran las proteasas

buscadas.

CUADRO 8: Actividad proteolitica de las diferentes fracciones proteinicas de la flor del cardo
(C. cardunculus L.).

Fraccion Actividad Actividad
(% dg Proteina [(Aa/min)/mi Especifica | Rendimiento | Purificaciones
saturacion) (mg/ml) E] [(AA/min)/ (%) (veces)
(mg P)]
Extracto
Crudo 0.7060 0.0360 0.0510 100.00 1.0000
40 0.0510 0.0118 0.2313 32.77 4.5353
50 0.0794 0.0220 0.2770 61.11 5.4313
80 0.0350 0.0015 0.0428 4.16 0.8392
4.3.2.- Dialisis

La razon para llevar a cabo el dializado en el extracto enzimatico precipitado de
flor, es que la presencia de los residuos de sulfato de amonio ocasionan falsas
lecturas al realizar la determinacién de proteina por el método de Bradford,

ademas, la concentracién de sulfato de amonio favorecia también falsos positivos
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en las pruebas de coagulacién en fresco. Lo anterior se demuestra en los cuadros

que se presentan a continuacion.

Como puede observarse en el cuadro 9, el error que el sulfato de amonio

introduce en las lecturas de proteina del extracto enzimatico precipitado de flor es

notable. Esta variable fue eliminada en esta etapa de purificacion hasta la

ausencia cualitativa de sulfato en dicho extracto.

CUADRO 9: Deteccioén espectrofotométrica de sulfato de amonio en solucién saturada por la
técnica de Bradford.

ERROR PROVOCADO EN LAS LECTURAS DE
REPETICION | ABS PROTEINA, EXPRESADO EN mg/ml DE
SOLUCION
1 0.3780 0.0285
2 0.4550 0.0401
3 0.4010 0.0320
media 0.4110 0.0335

A continuacién (cuadro 10) se muestran los resultados de las lecturas de proteina

en el extracto enzimatico precipitado de flor antes y después de realizada la

dialisis.

CUADRO 10: Determinacion de proteina por método de Bradford en extracto enzimatico
precipitado de flor antes y después de la purificacion parcial por dialisis.

REPETICION |resuspendido| dializado

Precipitado | Precipitado

(Proteina en | (Proteina en

mg/ml ) mg/ml)
1 0.5151 0.0816
2 0.4926 0.0752
3 0.4776 0.0813

MEDIA 0.4951 0.0794
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Los resultados mostrados en el cuadro anterior (10) revelan el efecto que el sulfato
de amonio tiene sobre la deteccion de proteina por el método empleado, lo
anterior acaba por justificar la necesidad de realizar la didlisis a fin de evitar falsas

lecturas que afecten los calculos en la caracterizacion de la enzima.

En cuanto a los falsos positivos provocados por el sulfato de amonio en las
pruebas de coagulacién en fresco, en el cuadro 11 se observan los efectos, a la
vista, de esta sal sobre las proteinas de la leche. Dicha prueba se realiz6 a

temperatura de 40° + 1° C durante un tiempo de 30 minutos.

CUADRO 11: Pruebas de coagulacion en fresco para demostrar el efecto de la concentracién del
sulfato de amonio en la coagulacion de leche fresca.

Agente Repeticiones

coagulante 1 2 3
Sol'n saturada de
sulfato de amonio (++) (++) (++)
Extracto crudo antes
de dialisis (+) (+) (+)
Extracto crudo
después de dialisis (") (*) (*)

(++) Coagulacion salina. (+) Coagulacion salina-enzimatica.
(*) Coagulacién enzimatica hasta los 40 minutos.

Las caracteristicas de la coagulacién por presencia de altas concentraciones de
sal corresponden mas a una precipitacion que a una coagulacion propiamente
dicha, ya que las dos principales fases de la leche se separan de forma drastica y
total, a diferencia de la coagulacidén enzimatica, donde la fase protéica forma una
‘red” que atrapa a la fraccion acuosa, dando la consistencia de un gel. En el caso
de las dos primeras pruebas expuestas en el cuadro 11, las caracteristicas

correspondieron a una coagulacién del primer tipo.
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4.3.3.- Cromatografia de intercambio iénico

Una vez realizada la purificacion por intercambio iénico, se procedid a una
determinacién de proteina por el método Bradford, cuyos resultados se expresan

en el cuadro 12.

CUADRO 12: Contenido de proteina en 1a fraccion de purificacién por intercambio iénico.

REPETICION| mg/ml
1 0.0546

2 0.0576

3 0.0564
Media 0.0562

A fin de comprobar que la purificacién por intercambio idnico habia sido efectiva,

se realizaron las siguientes lecturas de proteina en la fraccion de lavado final de la

columna (cuadro 13).

CUADRO 13: Contenido de proteina en 2a fraccién de purificaciéon por intercambio ionico (lavado

final de columna).

REPETICION| mg/ml
1 0.0044

2 0.0077

3 0.0047
Media 0.0056

Como puede observarse en el cuadro anterior, el contenido residual de proteina

en la columna es bajo comparado con el mostrado en el cuadro 12.
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4.4.- ETAPA 4: Caracterizacion cinética del extracto enzimatico purificado.

A fin de conocer la actividad proteolitica del extracto enzimatico crudo primero, y
posteriormente del que presentd una mayor actividad, en el fraccionamiento con
sulfato de amonio, se realizaron distintas pruebas de coagulacién, cuyos

resultados se muestran y explican en los siguientes apartados.

4.41.- Evaluacion de la actividad proteolitica del extracto enzimatico

purificado.

Derivadas de las cinéticas de actividad bajo las condiciones expuestas en el
apartado de materiales y métodos, las siguientes graficas (figuras 6 y 7) muestran
la formacion de caseinomacropéptido durante el tiempo de duracion de la reaccién

con la enzima presente en el extracto dializado y purificado al pH manejado.

0.16 -
0.14
0.12

0.1 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

0 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ABSORBANCIA

Tiempo (min.)

FIGURA 6: Cinética de la formacién de caseinomacropéptido durante la
reaccion con extracto dializado a pH 6.6.
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FIG. 7: Cinética de la formacion de caseinomacropéptido durante la

reaccion con extracto enzimatico purificado a pH 6.6.

A fin de conocer las caracteristicas del comportamiento de la proteasa de esta

planta en la reaccion inducida con solucion de caseina al 2%, se realiz6 el analisis

de la purificacion de las distintas fracciones. En el cuadro 14 se muestran los

resultados obtenidos.

CUADRO 14: Evaluacion del proceso de purificacion de la proteasa del cardo (C. cardunculus L.).

Fraccion Volumen | Proteina | Actividad | Actividad | Actividad | % Rendi- Purifica-
(mt) (mg/ml) | [(Aa/min)/ E total Especifi- miento ciones
ml E] ca
[(AA/min)/
(mg P)]
Cruda 30 0.7060 | 0.0360 1.0800 | 0.0510| 100.00 1.0000
Dializada 30 0.0794 0.0220 0.6600 | 0.2770 61.11 5.4313
Purificada 30 0.0562 | 0.0162 | 0.4860| 0.2882 4472 | 5.6521

4.4.2.- Caracterizacion cinética.

Una vez analizados los datos de Vy y [S]o aplicando la ecuacion de Michaelis —

Menten para el arreglo de Lineweaver - Burk, se pueden conocer los valores de

Ixvi




Vmax Y Km para la proteasa del cardo (C. cardunculus L.), la grafica y ecuacion

lineal resultante se expresa en la figura 8.
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y=0.1288x + 59.403
R%=0.8733
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FIGURA 8: Arreglo grafico de Lineweaver - Burk para la proteasa del cardo.

Arreglada para la expresion de Lineweaver - Burk:

1/Vo = [(0.1288) (1/[S]o)] + 1/59.403

La ecuacién proporciona un valor para Vmax de 1.6834 X 10 Uags/min, mientras

que se obtiene un valor para Km de 2.1682 X 10> mM/ml. Con esto, se completd

la caracterizacion cinética de la proteasa del cardo (Cynara cardunculus L.).
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4.5.- ETAPA 5: Evaluacion y aplicacion practica del extracto enzimatico en la

tecnologia quesera.

4.5.1.- Determinacion de la fuerza de cuajo.

Derivados de la determinacion de la fuerza de cuajo, se obtuvieron los resultados

que se muestran en el cuadro 15.

CUADRO 15: Fuerza de cuajo de las fracciones cruda y dializada.

FRACCION | FUERZA | DILUCION
DE (veces)
CUAJO
Cruda 1:2, 500 10
Dializada 1:1, 740 100

4.5.2.- Aplicacion practica del extracto parcialmente purificado (dializado) en

la tecnologia quesera.

Para la aplicacion de la proteasa obtenida, se eligié al extracto parcialmente
purificado, pues el purificado mediante cromatografia de intercambio idnico estaba

muy diluido como para ser aplicado en al elaboraciéon de un queso como tal.

Se siguieron dos tecnologias de elaboracion que queso. Una para queso molido

fresco y otra para queso de pasta hilada, en este caso el tipo asadero.

En la figura 9 se muestra el queso fresco molido elaborado con la aplicacion de las

proteasas obtenidas de las flores del cardo (C. cardunculus L.).
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FIGURA 9: Queso fresco molido.

El rendimiento obtenido fue de 10%, es decir, similar al que se obtiene aplicando

cuajo animal o coagulante microbiano en la practica.

El sabor del queso fresco fue normal durante una semana, y alrededor del
duodécimo dia después de la elaboracion comenz6 a presentar un ligero sabor

amargo.

En la figura 10 se muestra el producto del seguimiento de la tecnologia de

elaboracion de queso asadero.

FIGURA 10: Queso asadero (o de pasta hilada).

Ixix



Al igual que en el queso fresco, el rendimiento obtenido para este tipo de queso
fue similar al que se obtiene con aplicacién de coagulantes de origen animal y

microbiano, es decir, un 10% del peso total de la materia prima empleada.

No se presentaron defectos en sabor ni en textura en este tipo de queso a 30 dias
de elaborado, sin embargo, el color que se obtuvo en el producto recién elaborado
fue mas claro, a simple vista, que el obtenido en productos donde se utiliza el

cuajo animal o el coagulante microbiano.
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V.- DISCUSION

5.1. Recoleccidén y conservacion del material biolégico.

En este aspecto, quiza las condiciones no fueron aptas en cuanto a conservacion
se refiere, pues el equipo de conservacion con que se contd no es el adecuado
para este tipo de ensayos. Sin embargo, se utilizé lo que se tuvo a la mano a fin
de no obstaculizar el desarrollo de las actividades del presente. Esto en cuanto a

las partes de la planta analizadas, excepto las flores.

Para estas ultimas, la forma de conservacion fue distinta aunque con el mismo fin.
Sin embargo, Boavida (2001) explica en su obra que la forma de recoleccion y
conservacion de las flores del cardo (C. cardunculus L.), utilizadas en la
elaboracion del queso Serpa en Portugal, afecta su fuerza de coagulacién,
especificamente menciona que se observan mermas en el poder coagulante de
hasta un 50% cuando las flores de la planta son desecadas para su conservacion,
en comparacion con el poder coagulante que poseen cuando se encuentran

frescas y a lo largo de toda la época de floracion (Abril — Junio).

5.2. Determinacion del pH de las partes de la planta.

El valor de pH fue igual a 5.3 en las flores, que es la parte de la planta donde se
localizé la proteasa, es bajo si se compara con el pH al cual se emplea la planta

para efectuar la coagulacion en la leche (pH 6.4 — 6.6); aunque Green (1976)
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reporta que la actividad de la proteasa del cardo (C. cardunculus L.) es

directamente proporcional a la baja en el pH del sustrato (leche).

Por lo tanto, el unico objetivo que se persiguidé al investigar los valores del pH de
cada una de las partes de la planta, fue el de conocer las condiciones en las que
se realizaria la extraccion de proteinas en cada una de las mismas, a fin de
lastimar lo menos posible la estructura protéica de la enzima, es decir, evitar su

posible desnaturalizacion.

5.3. Extraccion.

Las determinaciones de proteina por el método Bradford muestran un mayor
contenido de ésta en las flores (0.7060 mg/ml) comparado con el contenido
encontrado en raiz (0.0053 mg/ml), tallo (0.0666 mg/ml) y hojas frescas (0.0691
mg/ml). Sin embargo, la mayor concentracion de proteina detectada en las flores
no suponia por si misma que en ella se encontrara una mayor concentracion de

enzima, aunque el conocimiento empirico asi lo indicara.

La presencia de una mayor concentracion de enzima en la proteina detectada en
flores se ratifico después, con las pruebas de coagulacion en fresco, en las cuales,
efectivamente, el extracto crudo de las flores fue el unico capaz de producir la
coagulacion por demas notable en el sustrato empleado (leche fresca), segun
consta en los resultados (cuadro 7, pagina 47). Es asi como fue definida la parte

de la planta a utilizar en la siguiente etapa de la investigacion.
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En cuanto al agente precipitante empleado en la extraccion, ya se ha explicado
que se eligid por las ventajas de fraccionamiento de proteinas que ofrece una
solucion saturada de sulfato de amonio sobre el solvente polar (acetona fria), el
cual no posee esa cualidad. Ademas de que trabajos anteriores (Duckjovich y
Esquivel, 1995) reportan al sulfato de amonio en solucién saturada como un mejor

precipitante comparado con la acetona en frio.

5.4. Purificacion.

Duckjovich y Esquivel (1995) reportan que después de la precipitacién con sulfato
de amonio las muestras de proteina de la planta fueron sometidas a un proceso de
dialisis para eliminar la presencia de sal en las muestras, asi como particulas
menores a 12 KDa. Con el mismo objetivo, en el presente trabajo se llevé a cabo

un procedimiento similar.

La principal razon por la cual se realizé dicha operacion fueron los resultados de la
deteccion de sulfato de amonio en el espectrofotometro utilizando la técnica
Bradford, ademas de que las particulas con pesos moleculares menores a 12 KDa
interferian también en las lecturas reales de concentracion de proteina referida a
enzima. Con lo anterior se detectaron errores de hasta 0.0335 mg/ml en las
lecturas de proteina en el extracto precipitado, lo cual era muy significativo ya que
la cantidad real de proteina legible en la solucién de extracto obtenido después la
eliminacién de la sal y de particulas con peso molecular menor a 12 KDa por

medio de la dialisis fue de 0.0794 mg/ml. Ademas, el sulfato de amonio también
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interfiere en las pruebas de coagulacién en fresco, pues favorece la obtencién de

falsos positivos en dichas pruebas.

Una vez obtenido el extracto parcialmente purificado y desalado por efecto de la
didlisis, la cromatografia liquida de intercambio idnico fue la técnica a seguir para
obtener un extracto mas puro, aunque también mas diluido, que se utilizd en el
desarrollo de las reacciones que sirvieron para evaluar la actividad enzimatica del

extracto sobre el sustrato empleado (caseina al 2%).

5.5. Evaluacion del extracto enzimatico.

Para conocer el poder coagulante del extracto hasta el primer proceso de
dializado, se aplicd la determinacion de fuerza de cuajo reportada por Veisseyre

(1972).

Los resultados obtenidos de los analisis de actividad proteolitica mostraron un
rendimiento apenas satisfactorio comparado con los valores reportados por

Boavida (2001).

Para el extracto crudo diluido 10 veces, los resultados fueron muy bajos si se
comparan con extractos de cuajo comercial empleados actualmente, que alcanzan
fuerzas de cuajo (o valores F) que van desde 1:6 000 hasta 1:10 000, en el caso
de extractos liquidos; y hasta de 1:100 000 en el caso de extractos en polvo
(fungicos principalmente y/o recombinantes). Aunque segun Veisseyre (1972), se

venden extractos con fuerza coagulante desde el orden de 1:2 500.
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Sin embargo, como ya se ha mencionado antes, Boavida (2001) reporta que, en el
caso del cardo (C. cardunculus L.) utilizado en Portugal, la fuerza coagulante varia
segun varios factores, como la forma de recoleccién, presencia de impurezas,
método de conservacion, calidad de las flores y forma de preparacién del extracto;
y reporta valores F (fuerza de cuajo) que van desde 1:2 000 a 1:5 000 segun las

condiciones mencionadas.

Martins (1996) y el INIA de Espafa (1998) reportan valores F para el cardo (C.
cardunculus L.) de hasta 1:9 000, en el caso de la ultima fuente se trata de una

variedad cultivada y mejorada (ETSIA).

En el caso del cardo (C. cardunculus L.) encontrado en el Bajio mexicano, se
encontraron valores F de alrededor de 1:2 500 para los extractos crudos de flores
desecadas en dilucion de 1 gr de flor por 10 ml de agua; y valores F de alrededor
de 1:1 740 para la fraccion parcialmente purificada (hasta primera didlisis), aunque
esta ultima estaba diluida ya 100 veces, por lo que su valor F se estima en 1:17
400, tomando en cuenta que solo se le sometié a una purificacion parcial. Este
valor F es superior al del cuajo comercial de origen fungico, el cual presenta un

valor F de 1:10 000.

En cuanto a la fraccion purificada por cromatografia de intercambio ionico, los
resultados muestran que la enzima del cardo (C. cardunculus L.) se ajusta al
comportamiento michaeliano, segun lo demuestran las curvas de actividad
resultantes (figuras 6 y 7), al igual que la renina (BADUI, 1997, anexo 7.1), que es

la enzima del cuajo animal.
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Por lo que respecta a la caracterizacion cinética de la enzima, se obtuvo una Vpax

de 1.6834 X 102 Upgs/min y un valor para Km de 2.1682 X 10 mM/ml.

El valor de Km obtenido del procesamiento de los datos de las cinéticas de
actividad enzimatica y de la determinacién de concentracion de sustrato indica que
la enzima tiene una afinidad aceptable por el sustrato, ya que dicho valor es menor
a la unidad. Sin embargo, el mismo valor parece indicar la cierta inespecificidad
que reportan autores como Macedo (1994), pues dicho autor menciona que la
proteasa del cardo (C. cardunculus L.) tiene afinidad por ciertas regiones de la as,
— caseina y  —caseina, lo cual puede sugerir que los valores de los parametros
cinéticos pueden ser menores en una reaccion entre la enzima y el sustrato de

interés, es decir, la kx — caseina.

Con lo anterior se pudieran obtener valores mas aceptables para Km que los
obtenidos en este caso, pues en la presente investigacion las reacciones de
actividad se hicieron con caseina, es decir, la mezcla de caseinas de la leche,
donde la k — caseina representa tan solo de 11 a 15% de la totalidad del sustrato

empleado.
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VI.- CONCLUSIONES

1. Las condiciones de recoleccion y conservacion del material bioldgico
posiblemente no fueron las adecuadas, puesto que el valor F encontrado
para el extracto crudo (dilucion 1/10) sobrepasa apenas a las menores

valores F reportados para este tipo de coagulantes en Portugal.

2. Las condiciones de extraccion de la enzima tampoco fueron las 6ptimas, lo
cual afectdé también la concentracion de la enzima en la fraccion purificada

final.

3. La enzima proteasa del cardo (C. cardunculus L.) se ajusta al
comportamiento michaeliano, segun lo demuestra el seguimiento de

actividad proteolitica sobre el sustrato empleado.

4. El valor de Km obtenido es menor a la unidad, con lo que se concluye que
la enzima tiene afinidad aceptable por el sustrato; es decir, puede
emplearse en la elaboracién de queso de manera similar, aunque no en
igualdad, con la renina del cuajo animal o la obtenida por ingenieria
recombinante, pues la especificidad de ésta ultima es incomparable con

cualquier proteasa que intente sustituirla.

5. El valor F encontrado en las flores de cardo (C. cardunculus L.)
recolectadas en el Bajio mexicano, en cuanto al extracto crudo,

corresponde a los valores reportados por Boavida (2001) en Portugal, de lo
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gue se concluye que las condiciones geograficas y climatoldgicas de cada

region no afectan el poder coagulante de las flores.

En cuanto a la aplicacion en la tecnologia quesera, el extracto enzimatico
obtenido de las flores de cardo (C. cardunculus L.) puede usarse como
alternativa del cuajo animal, dado que el valor F (1:17 400) para el extracto
parcialmente purificado sobrepasa el poder coagulante del cuajo liquido

comercial con valor F de 1:10 000.

Por la accidn inespecifica de la proteasa del cardo (C. cardunculus L.), se
recomienda su uso en quesos de pasta fresca a consumirse en un periodo
de tiempo corto (1 a 2 semanas), debidamente conservados; o bien, en
quesos de pasta cocida e hilada, cuya conservacion se prolonga por la
accion que tiene la temperatura del proceso sobre la enzima. No se
recomienda su uso en quesos que deban someterse a un proceso de
maduracién, por muy corto que sea, pues la liberacion de péptidos les

proporciona sabor amargo y defectos en la textura.

Es recomendable realizar un estudio mas extenso, y a fondo, de los
extractos secos (liofilizados) de cada una de las etapas de purificacion y
trabajar sobre la inespecificidad de la enzima, con lo cual es posible que se
obtengan mejores resultados en el intento de crear un sucedaneo del cuajo

animal.
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VIl.- ANEXOS

7.1. Caracteristicas de la renina.

“[quimiosina]. Enzima de las proteasas acidas, clasificada como EC 3. 4. 23. 4 que
se obtiene del cuarto estdbmago (obomaso) de becerros, cabritos, corderos y
terneras, sin destetar, pues de otra forma se contamina con pepsina; se secreta,
en forma activa de cimdégeno, como prorrenina (pm 40 000), la cual se convierte a
la enzima activa por accion del acido estomacal; la enzima de pm 31 000, consta
de una sola cadena polipeptidica con grupos disulfuros internos, es especifica
para enlaces peptidicos cuyo carboxilo pertenece a la fenilalanina o a la leucina, pl
4.5, muy sensible a los rayos UV, su temperatura éptima de actividad es de 37° a
43° C, pH 6ptimo 3.8, aunque en la leche actua mejor a pH cercano a 5. El
producto comercial se presenta en forma de extracto deshidratado (rennet), o
como liquido con sabor salino caracteristico; se usa para la fabricacion de quesos,
ya que, al hidrolizar el enlace de fenilalanina (Phe 105) y metionina (Met 106) de la
caseia k, provoca la inestabilidad y la precipitacion del resto de las caseinas por
efecto del calcio presente. Cuando una preparacidon comercial se etiqueta
1:10,000, indica que 1 ml coagula 10 litros de leche a 35° C en 40 minutos,

aproximadamente.” (BADUI, 1997)
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7.2. Caracteristicas geograficas del lugar de recoleccion.

La ubicacion del lugar de recolecciéon ya se ha explicado en el apartado de
Materiales y Métodos, y las caracteristicas geograficas del lugar de recoleccién se

exponen a continuacion.

7.2.1. Localizacion.

La ciudad de Apaseo el Grande esta situada a los 100° 41 07" de longitud al
oeste del Meridiano de Greenwich y a los 20° 32" 37" latitud norte, tomando como
base la torre de la iglesia parroquial. Su altura sobre el nivel del mar es de 1 767

metros, en atrio del mismo templo.

7.2.2. Orografia.

La sierra de los Agustinos penetra al municipio por el sur, y la de Codornices por el
oeste. Las elevaciones mas notables son los cerros: Santa Rosa, Pelén, El
Picacho, Pefa, Ojo de Agua, El Tejocote, El Cohetero, La Huerta, Jalpa,
Galvanes, Mayorazgo, Vicario, y Estancia de las Vacas. La altura promedio de

estas elevaciones es de 2 mil metros.

7.2.3. Hidrografia.

Entre los principales cuerpos de agua se encuentra el rio Apaseo, afluente del rio
Laja que se forma en las corrientes de los rios Querétaro y el Huipal o del
Pueblito, provenientes del estado de Querétaro. Entran también al municipio los

arroyos del Ixtla y de San Bartolo, asi como el rio Apaseo el Alto. Existen dos
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manantiales de aguas sulfurosas, el del Marroquin, que tiene una temperatura de
92° C, y el de Mandujano, con 12° C. El municipio cuenta también con tres
manantiales de aguas alcalinas, que son: El Nacimiento, el de Agua Tibia con 32°
C y el de Llanitos con 42° C. Las abundantes aguas de la Cafiada de Mandujano,
Cedazo y Ojos de Apaseo el Alto, reunidas en arroyos producen una caida de 12

metros; estas aguas se emplean en el riego de las tierras del valle.

7.2.4. Clima.

Es templado y agradable todo el afio, con una temperatura maxima de 37.1° C y

una minima de 0.9° C. La precipitacion total pluvial anual es de 606.1 milimetros.

7.2.5. Flora y Fauna.

La flora del municipio esta constituida por selva baja caducifolia y mezquite, en lo
relativo a bosques; pata de gallo, tempranero, tres barbas, navajita filiforme vy
glandular, bufalo, falsa grama, cola de zorra, lanudo y lobero, con especies

forrajeras; y huisaches, nopales y casahuates, en otras especies.

7.2.6. Clasificaciéon y Uso del Suelo.

Los suelos del municipio son de estructura blocoso angular, con una consistencia
que va de lo firme a lo muy firme. Su textura es de arcilla limosa a arcillosa, con un
pH de 7.4 a 8, de origen aluvial y aluvio coluvial. El 78.82% de la superficie
municipal estd destinada a la agricultura. De pastizales, 0.83%; de bosques,

0.25%; y de matorrales, 20.10%.
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7.3. Algunas condiciones climatolégicas de Portugal.

El pais ocupa el extremo occidental de la Peninsula Ibérica. Esta separado de
Espana por mas de mil kildbmetros de frontera. Posee en ultramar los archipiélagos

de Madeira y Azores.

El clima es fresco y humedo. Las temperaturas aumentan hacia el sur, donde los
inviernos son templados. En verano, el anticiclén de las Azores proporciona un

tiempo seco y soleado.

El pais esta constituido por dos partes: la continental, ibérica y la insular, que
comprende los archipiélagos de Azores y Madeira. El Tejo, su mayor rio, divide la
porcidn continental en dos regiones diferenciadas. El norte, montafioso, con lluvias
abundantes y agricultura intensiva: trigo, maiz, vid, olivos. En el valle del Duero
(Douro), la principal regién vitivinicola del pais, se extienden los vifiedos cultivados
en terrazas. La ciudad de Porto (Oporto) es el centro de la vida econdmica del
norte. El sur o Alentejo, con mesetas extensas, bajas y clima seco, tiene cultivos
de vid, olivo y ganado ovino. Alli se localizan los bosques de alcornoque que
hacen del pais un gran productor de corcho. La industria pesquera y la
construccion naval son importantes en la economia nacional. Posee varios
recursos minerales: pirita, tungsteno, carbon y hierro. La erosion tiene mayores
efectos por la pobreza natural de los suelos. La contaminaciéon del aire adquiere
dimensiones importantes en las zonas urbanas o cercanas a las fabricas de

celulosa y de cemento.
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7.4. Diferencias morfologicas entre diversos ejemplares caracterizados como

Cynara cardunculus L.

En la figura 11 se muestran diferentes fotografias de ejemplares clasificados como
Cynara cardunculus L., y en las cuales se observan diferencias morfolégicas entre

los mismos. Las fuentes de las imagenes se muestran al final de este inciso.

FIGURA 11: Diferentes ejemplares morfolégicamente diferentes clasificados como
Cynara cardunculus L.

Ixxxiii



FIGURA 11: ...CONTINUACION.

Fuentes de las imagenes de la figura 11 en orden de aparicion;

http://www.podernatural.com/Plantas %20Medicinales/Plantas_C/p cardo.htm
http://www.hoseito.com/FLORES%20SILVESTRES/Cynara%20cardunculus.htm
http://www.unex.es/botanica/asteridae/astera10.htm
http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/agricultura/malezas/cynara-cardunculus01.htm
http://www.pasoslargos.com/flora/nflora14.htm

7.5. Técnicas auxiliares utilizadas durante la realizacion del trabajo

experimental.

En el desarrollo de la parte experimental de la presente investigacion, se echd

mano de algunas técnicas de laboratorio que se describen a continuacion.

7.5.1. Preparacién de soluciones Bufer.

Amortiguador de fosfato (limites de pH, 5.7 a 8.0) (LYNCH, et al., 1987):

Soluciéon concentrada A: se disuelven 27.6 gr de fosfato sddico monobasico

(NaH2PO4*H20) en un litro de agua destilada (0.2 M).
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Solucién concentrada B: se disuelven 28.39 gr de fosfato sddico dibasico
(NaxHPO4; 0 53.62 gr de Na;HPO4*7H,0) en un litro de agua destilada (solucién
0.2 M también). Se mezclan los volumenes de soluciones concentradas que se
mencionan en el cuadro 16, y se afora a 200 ml para obtener los valores

correspondientes de pH.

CUADRO 16: Volumenes de soluciones concentradas A y B y pH que se obtiene.

ml de solucién A | ml de solucién B pH final
93.5 6.5 5.7
92.0 8.0 5.8
90.0 10.0 5.9
87.7 12.3 6.0
85.0 15.0 6.1
81.5 18.5 6.2
77.5 22.5 6.3
73.5 26.5 6.4
68.5 31.5 6.5
62.5 37.5 6.6
56.5 43.5 6.7
51.0 49.0 6.8
45.0 55.0 6.9
39.0 61.0 7.0
33.0 67.0 7.1
28.0 72.0 7.2
23.0 77.0 7.3
19.0 81.0 7.4
16.0 84.0 7.5
13.0 87.0 7.6
10.5 90.5 7.7
8.5 91.5 7.8
7.0 93.0 7.9
5.3 94.7 8.0
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7.5.2.- Determinacion de sulfatos.

Para la determinacion de sulfatos durante el proceso de dialisis para desalar las

muestras después de la precipitacion, se siguid la siguiente metodologia.

1. Se tomaron 25 ml del agua del sistema de dializado con pipeta volumétrica.

2. Se colocé la muestra en un matraz erlenmeyer de 125 ml.

3. Se adicionaron a la muestra 2 gotas de anaranjado de metilo y 1 ml de
acido clorhidrico concentrado.

4. La muestra preparada se calentd en una parrilla Termoline ®.

5. Antes de la ebullicion se agregaron a la muestra 5 ml de una solucion de
cloruro de Bario al 10%.

6. Si se observaba precipitacion de una sal blanca (sulfato de Bario) la
muestra contenia todavia cantidades considerables de sulfato de amonio.

7. Cuando en el procedimiento ya no se observo precipitacion de cloruro de
Bario, se consider¢ lista a la muestra para pasar a la etapa de purificacidon
por cromatografia de intercambio i6nico.

7.5.3.- Preparacion del azul de Coomassie.

Equipo: espectrofotometro a 595, 465 y 280 nm.
Reactivos: Azul brillante Coomassie G250 (Eastman Kodak) o el comercialmente
preparado (Bio — Rad #500-001).

Procedimiento:

1. Disolver 0.06% de Coomassie en 1.9% de acido perclorico (solucion al
60%). (Peso / volumen).
2. Agitar protegiendo de la luz y sin calor.

3. Pasar la solucion por papel filtro No. 1 para remover el material no disuelto.
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. La solucién debe tener un color café — verdoso. Si ésta es azulada, sera

porque la solucién ha sido contaminada con proteinas.

Leer a 465 nm, la lectura debe dar entre 0.6 y 0.7 de absorbancia.

. Verificar que el matraz, agua y recipiente en que se prepara la solucion

estén libres de proteinas.

. Guardar la solucién a temperatura fria y protegida de la luz.

7.5.4.- Tecnologia de elaboracién de queso asadero (o de pasta hilada).

-

> woN

. Realizar los correspondientes analisis de andén a la materia prima para

verificar su aptitud para el proceso.

Estandarizar la acidez de la leche hasta alcanzar una acidez de 38° D.

. Calentar la leche hasta 35° C.

Agregar el cuajo (3 ml por cada 10 de leche) previamente diluido en agua
fria.

Agitar por unos segundos.

Dejar que ocurra la coagulacion por 15 minutos.

Cortar la cuajada y dejar que ocurra la sinéresis por 10 minutos.

Desuerar al 80% y agregar 3% en volumen de sal de mesa.

Fundir la cuajada a fuego medio hasta que ya no se rompan las hebras al
estirar el queso hacia arriba con una pala de madera, mover

constantemente para evitar que se queme la pasta.

10.Una vez alcanzado el punto de hilado se saca la pasta del fuego y se

deposita sobre la mesa previamente esterilizada para estirar la masa
inmediatamente, antes e que se enfrie, hasta obtener una hebra de

aproximadamente 3 cm de ancho.

11. Dejar enfriar la pasta ya estirada.

12. Amarrar la pasta enrollando la hebra en forma de bola.

13.Envolver el queso en plastico autoadherible.

14.Pesar el producto final.

15. Calcular el rendimiento, el cual debe oscilar entre un 8 y 10%.
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7.5.5.- Tecnologia de elaboraciéon de queso fresco molido.

Realizar las correspondientes pruebas de andén.
Clarificar la leche.

Pasteurizar a 72° C por 1 minuto.

Enfriar a 38° C.

Agregar 0.03% de Cloruro de Calcio. Agitar.
Agregar 0.03% de cuajo (diluir en agua). Agitar.
Dejar cuajar por 30 minutos.

© N o g k~ wDdhd =

Cortar en cubos pequefios.

9. Permitir sinéresis por 10 minutos.

10.Agitar y calentar a 40° C.

11.Desuerar durante 12 horas por efecto de gravedad.
12.Cortar en cuadros pequenfios.

13. Agregar sal de mesa en un 0.3% del volumen total de leche empleada.
14.Moler con cedazo grueso.

15.Moldear.

16. Envolver en plastico autoadherible o papel encerado.
17.Pesar.

18. Calcular rendimiento.

19. Expender en refrigeracion.

7.6.- Contenido de aminoacidos en la k caseina.

Para la determinacion del coeficiente de extincion molar de la « caseina (g)
necesario para la deduccion de los parametros cinéticos Km y Vmax, se localizé
bibliograficamente el contenido de aminoacidos de la molécula de dicha proteina.
Whitney (1976) reporta el cuadro 17 donde se muestra el contenido aminoacidico

de la proteina buscada.
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CUADRO 17: Contenido de aminoacidos en la k caseina (nUmero de aminoacidos
en la molécula de proteina).

AMINOACIDO CANTIDAD
(simbolo) (n°de a.a’senla
molécula)
Asp 4
Asn 7
Thr 14
Ser 12
Ser P. 1
Glu 12
GIn 14
Pro 20
Gly 2
Ala 15
Val 11
Met 2
lle 13
Leu 8
Phe 4
Lys 9
His 3
Arg 5

Pyroglu 2
TOTAL 169
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