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OBJETIVOS CAPITULO 1

1.1. Objetivo general.

1.

2,

Determinar el pH 6ptimo para la proteasa obtenida del cardo (Cynara
cardunculus L.).

Objetivos especificos.
Obtener la proteasa presente en las diferentes partes de la planta.

Evaluar en fresco la actividad proteolitica de los compuestos obtenidos

variando pH.
Medir la fuerza de cuajo de los extractos obtenidos variando el pH.

Monitorear cinéticamente la actividad de los extractos con actividad

proteolitica probada variando el pH.

Determinar el pH optimo de accién del extracto enzimatico, obtenido.



MARCO TEORICO. CAPITULO 2

21 El cardo (Cynara cardunculus L.).

El cardo (Cynara cardunculus L.), cuya imagen se muestra en la figura 1. La literatura
lo cita como una de las plantas que es capaz de provocar la coagulacion enzimatica
de la leche, especificamente se menciona solo a la flor como la poseedora de dicha
propiedad, ademas se le atribuye que es una planta comestible en las regiones de

Espafa y Portugal. (Sousa M, 2002).

FIGURA 1: 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, asi como en Santiago de

Querétaro segun (Hernandez C, 2004).

El estudio de clasificacion botanica realizado 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 region donde fue colectada; sin
embargo, por las caracteristicas fisicas se puede deducir que la region es apta para
su cultivo en gran escala y sin mayores cuidados, cabe mencionar que esta planta

pudo facilmente adaptarse al clima de la regién norte del pais ya que algunas



plantas fueron sembradas vy cultivadas en las instalaciones de la UAAAN (Saltillo
Coah.) en condiciones no controladas es decir al medio ambiente solo garantizandole

el suministro de agua requerida (Villarreal Q, 2003).
2.1.1 Descripcion botanica

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

muestra en el cuadro 1:

CUADRO 1: Clasificacion botanica del cardo segun (Merops, 2003).

Suaper 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.

2.1.2 Distribucion de la planta en el mundo y en México.

El cardo (Cynara cardunculus L.) es una especie herbacea vivaz (perenne), con un
ciclo anual de produccion de biomasa aérea, muy bien adaptada a las condiciones
del clima mediterraneo de veranos secos y calurosos. En afios con pluviométrica
adecuada del orden de los 350 a 450 mm/ anual, cuando el cultivo esta bien
establecido, puede llegar a dar producciones totales de biomasa de hasta 15

toneladas de materia seca/ha al afo.

Como se menciono anteriormente esta se localiza principalmente en la region del
bajio de la republica Mexicana, sin embargo esta es originaria de la parte sur de la
peninsula ibérica y del Norte de Africa, al igual se puede encontrar en otros paises

cercanos como lo es Portugal. No siendo muy explotada, ya que es considerada



como una maleza, aunque estudios en el area de la queseria indican que esta posee
una actividad proteolitica que puede ser de utilidad como un sucedaneo del cuajo de
origen animal o un auxiliar en la elaboracion de algunos quesos que requieren
tratamiento térmico posterior, o coccidon de la pasta donde la enzima utilizada puede
ser inactivada o destruida a temperaturas por encima de los 60 — 65°C (Wolfgahg,

1997).

En la figura. 2. se muestra la planta del género (Cynara cardunculus L.) estudiada

en el presente trabajo.

Figura 2: El cardo (Cynara cardunculus L.) estudiado.

2.1.3 Historia y antecedentes de investigacion del uso del cardo (Cynara
cardunculus L.).

Vioque y col (2000) compararon quesos fabricados a partir de extractos de Cynara

cardunculus |. y mediante el uso de Cynara humilis, otra variedad de este género,

encontrando que no se presentd ningun efecto apreciable en el contenido de

humedad, grasa, proteina y NaCl del queso, asi como tampoco en su actividad de

agua, sabor, y aroma. Posteriormente a través de la maduracion, las dos especies



fueron probadas, encontrandose que el uso de Cynara humilis da lugar a un cierto

grado de formacion de acido lactico reducido.

Por otra parte Sousa M, et al (2002) citan que los extractos de las flores secas del
Cynara cardunculus L. se han empleado con éxito por muchos siglos en Portugal y
algunas regiones de Espafia para la fabricacién de quesos tradicionales. Varios
estudios se han realizado in Vitro y en los quesos reales que se centraban en la
actividad y especificidad de las proteinasas de C. Cardunculus L. , a fin de
caracterizar este coagulante de la planta (Sousa M, 2002).

Un coagulante vegetal pulverizado obtenido de las flores del cardo Cynara
cardunculus |. fue comparado con el cuajo de becerro en queso, determinando
diversos parametros quimicos, bioquimicos, microbioldgicos y sensoriales, los cuales
fueron supervisados sobre 3 meses de maduracion. Tanto para la mayoria de los
datos quimicos obtenidos (humedad, grasa, proteina, acido lactico, NaCl y pH),como
de los principales grupos de microorganismo (viable total, Enterobacteriaceae,
coliformes, E. coli, bacterias del acido lactico, y levaduras) en los estudiados, no se
observaron diferencias significativas entre los dos tipos de coagulantes (Silva, 2002).
Como se cita anteriormente el area mas prometedora para el uso de esta planta es
la elaboracion de quesos en la industria lactea, al ser utilizada como fuente de
proteasas, responsables directas de la fabricacion de este tipo de productos.

A fin de entender y aplicar correctamente estos procesos teniendo como sucedaneo
proteasas vegetales es importante conocer las caracteristicas basicas de los

procesos tradicionales los cuales se mencionan mas adelante.



2.1.4. Comparacion morfolégica de algunas variedades de cardo.
En la figura 3. se muestran diferentes ejemplares clasificados como Cynara

cardunculus I.

Figura 3: Ejemplares morfolégicamente diferentes clasificados como Cynara
cardunculus I.

Las diferencia son las siguientes:

su altura es aproximada a 2.30 mts. flores moradas, sin espinas.
Su altura es de 1.20 mts, flores color ladrillo hojas plegadas.

Su altura es de 50 cm, con espinas, plata muy compacta y rigida.
Su altura es de 1.50 mts, con espinas flores moradas,

Su altura es de 1.20mts, con espinas, flores color rosa.

moow>»

Son las caracteristicas mas relevantes que se destacan de cada una de ellas.
(Anénimo).

2.2 Definicién de cuajo.

El cuajo es una enzima proteolitica que no sélo interviene en la formacién del
coagulo, sino también en su evolucion posterior. Su participacion dependera de la
tecnologia de elaboracion de cada variedad de queso , segun los diferentes tipos de

cuajo utilizados (Gonzélez V, 2002).



2.2.1. La velocidad de formacién de cuajada.

La velocidad vy la capacidad de un cuajo se ven influenciadas por los siguientes

factores:

2.2.2.

Acidez de la leche: el cuajo actua en un medio ligeramente acido.
Cantidad de cuajo: la cantidad de leche puede oscilar entre 2.000 a 15.000
veces respecto al volumen del cuajo comercial.
Temperatura de la leche: los rangos 6ptimos oscilan entre 35 a 43 ° C. Si se
disminuye a valores de 20° C se conserva su actividad aunque sumamente
reducida y se inactiva por debajo de los 5° C y por encima de los 60° C.
Presencia de calcio: las sales solubles de calcio ayudan a la actividad del
cuajo.
Cantidad de nitratos solubles en la leche, estos actuan protegiendo a las
particulas de caseina evitando el cuajado. Esto explica porqué el calostro no
se puede utilizar para la elaboracion de quesos por su elevada concentracion
en estas sales
Para pasteurizar la leche que se emplea para la elaboracion de quesos debe
seguir una de los siguientes tiempos y temperatura.

o Calentar a 62°C durante 30 minutos.

o Calentar a 72°C durante 16 seg. (Gentile, 2002).

Fuerza de cuajo.

Antes de utilizar cualquier enzima coagulante debe conocerse su fuerza lo cual

permite utilizar las dosis necesarias sin caer en los errores que conlleva emplear



dosis bajas o muy altas. Esta se define como la cantidad de leche en mililitros, que
cuaja a 35 °C en 40 minutos, cuando se le adiciona un gramo o mililitro de cuajo.

(Codex Stan, 1999).

Se puede calcular mediante la siguiente formula:

Donde: bV x 2400
~ Cxt

F: Fuerza del Cuajo
V: cantidad de leche
C: cantidad de cuajo

t: tiempo

Cuando se conoce la fuerza, se puede calcular la cantidad necesaria a utilizar por

medio de la siguiente formula.

Donde:
L x 35 x 40

FxTx M

F: Fuerza del Cuajo.
L: cantidad de leche.
C: cantidad de cuajo.
T: Temperatura en °C.

M: duracién en minutos.

2.3. Las enzimas:

Casi todas las transformaciones de las sustancias de las células vivas dependen de

enzimas, estas son sintetizadas por las células y estan ligadas a un lugar



determinado de la célula o disueltos en el citoplasma. Las enzimas constituyen
catalizadores organicos que son sustancias capaces de desencadenar una reaccion
quimica en un breve espacio de tiempo necesario para el correcto funcionamiento del
metabolismo sin ser consumidos o sin entrar en los productos finales.

Las cantidades de sustancias transformadas en las reacciones metabdlicas
gobernadas enzimaticamente alcanzan proporciones superiores en miles a la
cantidad existente de la enzima correspondiente. De ahi la gran actividad que
poseen.

Cada enzima actua especificamente, es decir afecta solo a determinadas sustancias
y debe ser apropiada al compuesto que se trate, como la llave a su cerradura.
Ademas la actividad enzimatica depende mucho de la temperatura y el pH, ya que
las enzimas se inactivan o se descomponen por la accién de acidos y alcalis fuertes,

ciertos toxicos y por el calor (Demeter, 1971).

2.3.1 Las enzimas de origen vegetal.

Las enzimas coagulantes en los quesos elaborados mediante coagulacion
enzimatica o mixta, constituyen un elemento esencial. Tradicionalmente se utiliza la
quimosina o renina, extraida del cuarto estomago (cuajar) de los becerros lactantes.
Pero debido al aumento en la demanda de cuajos se han desarrollado técnicas para
la utilizacién de enzimas provenientes de microorganismos y vegetales. En el cuadro

2 se sefalan las principales enzimas coagulantes de uso en queseria (Fepale, 2003).



Cuadro 2. Principales enzimas coagulantes que actualmente se utilizan en industria

quesera.
COMPONENTE
GRUPO Sl ENZIMATICO
NOMBRES ACTIVO
/ Cuajo Bovino, cuajo de ggén;izzlrzi)p‘ yy B,
Estomago bovino ternero, Gastricina
Animal < Estémago Ovino | Cuajo de cordero, oveja Quimosina y
Pepsina
Estébmago Cuajo de cabrito, Quimosina y
Caprino cabra Pepsina
Estémago , . Pepsina Ay B,
\ Porcino Cuajo de porcino Gastricing
[ Hannil Proteasa aspartica
Rhizomucor miehei | F@nniiase de R. miehei

Microbiano {

\
FPC
Quimosina
producida po
fermentaciéﬁr{:
Vegetal

Rhizomucor
pusillus

Cryphonectria
parasitica
Aspergillus niger

Kluyveromyces
lactis

Cynara
cardunculus I.

Coag. Pusillus

Coagulante de
parasitica

Chymax

Cardoon

Proteasa aspartica
de R. pusillus

Proteasa aspartica
de C. parasitica

Quimosina B

Quimosina B

Cyprosina 1,2,y3
y/o Cardosina Ay
B

Tomado del Foro Electrénico sobre Enzimas Coagulantes ( Fepale, 2003).

2.3.2 Ventajas del uso de las enzimas vegetales.

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

adquisicion de otro tipo de coagulantes resulta dificil por lo que se genera la
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2.3.3

necesidad de buscar nuevas fuentes de obtencion de estas enzimas
coagulantes (Scott, 1991).

Se desarrollan procedimientos cada vez mas adecuados para la extraccion y
purificacion de las enzimas provenientes de una fuente vegetal (Hernandez C,
2004).

Es posible elaborar un sucedaneo del cuajo animal al hacer uso de estas, para
ciertos tipos de quesos, siempre y cuando poseen una fuerza coagulante
aceptable (Hernandez C, 2004).

Enzimas de origen vegetal pudieran ser econdmicamente mas rentables para
producir sucedaneos del cuajo, dado que algunas fuentes de origen son
malezas, como lo es el cardo, cuyo cultivo no requeriria mayores cuidados
comparados con un hato de ganado vacuno, caprino, ovino (Hernandez C,
2004).

Desventajas del uso de enzimas vegetales.

Las caracteristicas de los quesos madurados se pueden ver afectadas, sobre
todo en lo referente al desarrollo de aromas y sabores indeseados por la
utilizacién de coagulantes de origen vegetal. (Hernandez C, 2004).

Defectos en cuanto a textura en quesos frescos que no son consumidos
luego de elaborarlos. O bien en quesos madurados donde se produce un
ablandamiento y un aspecto de masa en la parte interna del queso
(Hernandez C, 2004).

La utilizacion de estos extractos enzimaticos estara limitada a determinados

tipos de quesos (Hernandez C, 2004).

11



2.3.4. Definicion de actividad enzimatica

Se define como la cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 uymol de
sustrato en un minuto. La actividad especifica es el nimero de unidades de enzima
por miligramo de proteina (U/mg Prot.) o mililitro de disolucion (U/ml) (Gonzalez M,
2002).

2.3.4.1. Factores que intervienen en la actividad enzimatica para lograr la
coagulacién de la leche.

Los factores que influyen de manera directa sobre la actividad de las enzimas
proteoliticas en la elaboracidén de quesos son:

1) pH

2) Temperatura

3) Concentracion de la enzima.

4) Concentraciones de iones de calcio.

5) Cofactores.

2.3.4.1.1. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica.

Los enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carboxilos -COOH; amino -NHpy; tiol
-SH; imidazol, etc.) en las cadenas laterales de sus aminoacidos. Segun el pH del
medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica positiva, negativa o neutra. Como
la conformacion de las proteinas depende, en parte, de sus cargas eléctricas, habra
un pH en el cual la conformacién sera la mas adecuada para la actividad catalitica.

Este es el llamado pH 6ptimo.
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La mayoria de los enzimas son muy sensibles a los cambios de pH. Desviaciones de
pocas décimas por encima o por debajo del pH éptimo pueden afectar drasticamente
su actividad. Asi, la pepsina gastrica tiene un pH éptimo de 2, la ureasa lo tiene a pH
7 y la arginasa lo tiene a pH 10.

Como cambios del pH pueden provocar la desnaturalizacién de la proteina, los seres
vivos han desarrollado sistemas mas o menos complejos para mantener estable el
pH intracelular llamados amortiguadores fisiolégicos (Gonzéalez M, 2002).

Existen muchas variables tales como: temperatura, tipo de amortiguador,
concentracion de sustratos, presencia u ausencia de inhibidores o activadores,
fuerza idnica de la solucién, etc. que pueden afectar el pH al que la enzima actua en
mejores condiciones (Heijands, 1995).

2.3.4.1.2. Efecto del pH sobre el sustrato o el producto.

Al tratar el efecto del pH sobre las reacciones catalizadas por enzimas uno de los
primeros puntos a considerar es el de las ionizaciones del substrato o del producto.
Tales ionizaciones hacen que la constante de equilibrio sea dependiente del pH
(Heijands, 1995).

2.3.4.1.3. Efecto del pH sobre la Enzima o el complejo Enzima-Substrato.

En 1911 Michaelis y Davidsohn Explicaron la curva en forma de campana
considerando que la proteina isoelectrica era la forma activa de la enzima. Su
homologo (Haldane) propuso a su vez que la actividad dependia de la ionizacién de

ciertos grupos del centro activo.
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La curva tipica del comportamiento de la enzima en su forma activa se presenta en la

grafica 1 (Heijands, 1995).
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Grafica 1: Relacién del pH y % la velocidad Maxima.

2.3.4.1.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.

En general, los aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas: por cada

10°C de incremento, la velocidad de reaccion se duplica. Las reacciones catalizadas

por enzimas siguen esta ley general. Sin embargo, al ser proteinas, a partir de cierta

temperatura, se empiezan a desnaturalizar por el calor.

La temperatura a la cual la actividad catalitica es maxima se llama temperatura

optima; la grafica 2 muestra el comportamiento de la velocidad de reaccién con

respecto a la temperatura.
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Grafica 2: Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccion.
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El aumento de velocidad de la reaccién debido a la temperatura es contrarrestado
por la pérdida de actividad catalitica a causa de la desnaturalizacion térmica, y la
actividad enzimatica decrece rapidamente hasta anularse (Gonzalez M, 2002).

En el caso de las reacciones enzimaticas del proceso de fabricacion de quesos,
mediadas para cuajar, la temperatura optima de reaccion oscila entre los 40 y 42°C
en el caso de la renina (Villegas, 2004).

2.3.4.1.5. Efecto por concentracion de la enzima.

En lo concerniente a la influencia de la concentraciéon de la enzima se conoce que el
tiempo de coagulacion (tc) es inversamente proporcional a la cantidad de enzima.
Esta regla de Storch y Segelke valida representada por la ecuacion de Holter.

tc =to + K/C.

Donde:

to = tiempo transcurrido entre el final de la reaccidén enzimatica y el momento de la
coagulacion , K = Constante catalitica ,C = Cantidad de enzima.

Esta expresion continlua siendo la base de la determinacion de las preparaciones
comerciales de cuajo.

La concentracion de la enzima influye fuertemente en las caracteristicas redlogicas
del gel. Y especialmente en su velocidad de endurecimiento, dureza maxima y
elasticidad. (Heijands, 1995).

2.3.4.1.6. Efecto de los cofactores sobre la actividad enzimatica.

A veces, una enzima requiere para su funcion la presencia de sustancias no
proteicas que colaboren en la catalisis. Los cuales son conocidos como cofactores.
Los cofactores pueden ser iones inorganicos como el Fe™, Mg*™, Mn**, Zn*" etc. Casi

un tercio de las enzimas conocidas requieren cofactores. Cuando el cofactor es una
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molécula organica se llama coenzima. Muchas de estas coenzimas se sintetizan a
partir de vitaminas. Cuando los cofactores y las coenzimas se encuentran unidos a la
enzima se llaman grupos prostéticos. (Gonzalez M, 2002).

Por ejemplo, el papel del calcio es primordial en la presentacion del queso, ya que su
funcién es la de actuar como factor cementante respecto a los conjuntos de proteinas
de la leche o caseinas. La cantidad de cloruro de sodio utilizada es una proporcion

aproximada de 0.03% de la leche total a utilizar segun (Villegas, 2004).

El fosfato calcico agrupa a las micelas de proteinas y por lo tanto su cantidad se
relaciona directamente con la firmeza y el cuerpo del queso. Durante la fermentacion
lactica el acido lactico producido disuelve los enlaces de fosfato calcico y este se
elimina durante el desuerado. Esto explica porqué los quesos tienen diferentes
formas y tamafos segun su elaboracion. Los pequefios pertenecen al grupo de la

fermentacion lactica y los grandes a la producida por el cuajo (Gentile, 2002).

2.4. Definicién de leche:

Segun la Norma Mexicana vigente (NMX-F-026-1997-SCFl), se entiende con este
nombre a la secrecion de las glandulas mamarias de las vacas sanas, se incluye el
producto obtenido quince dias antes del parto y cinco dias después de este 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
clarificacion, homogenizacion u otras, siempre y cuando no contaminen al producto y
cumpla con los valores nutricionales de la leche de acuerdo a su clasificacion y
composicién”. Cuando la leche provenga de otra especie distinta a la de la vaca se

debe indicar el nombre de la especie (Secretaria de salud, 1997).
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2.41 Propiedades fisico — quimicas de la leche.

La leche es un liquido blanco, opaco, de sabor ligeramente dulce. Su densidad, o
peso especifico, tiene un valor promedio casi constante, a 15°C que es entre 1,020 y
1,033 gr/ml. La composicion de la leche compleja contiene alrededor del 87% de
agua y un 3,5% de grasas finamente subdivididas en gotitas de 1 a 10 micrones de
diametro que le confiere opacidad. Cuando la leche queda en reposo por largo
tiempo, parte de la grasa se acumula en la superficie constituyendo la nata. Casi el
4% corresponde a los prétidos (sustancias organicas nitrogenadas) entre los que
predomina la caseina. Menos importantes son la lacto-albumina (albumina de la
leche) y la lacto-globulina, las cuales son proteinas sericas que no participan en
ningun momento para la formacion del queso. Un 4.5% de lactosa que comunica un
sabor ligeramente dulce. Son escasas las sales Inorganicas representan un 0.5%, y
finalmente, en baja proporcién pero cumpliendo funciones bioldgicas, se encuentran
las vitaminas A y D, esta ultima decisiva para la fijaciéon del fosfato de calcio en

dientes y huesos (Gentile, 2002).

2.4.2. Papel de los diferentes componentes de la leche en el queso. Segun el

codex en 1999. tenemos que el:

e Agua: favorece el crecimiento microbiano y por lo tanto la maduracién, afecta

la textura, el rendimiento e influye en la vida comercial.
e Grasa: influye en la textura, sabor, rendimiento y color de los quesos.
e Lactosa: influye en el desuerado, textura, sabor y maduracion.

e Caseina: influye en el rendimiento, sabor y olor de los quesos.
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e Proteinas del suero: contribuyen con el valor nutritivo y la maduracién. Estas

pueden afectar la coagulacion.

e Minerales: participan en la coagulacion, influyen en el desuerado y textura

de la cuajada
2.5. Las proteinas de la leche.
Las proteinas de la leche son: La caseina, albumina, globulina, y enzimas. Estas
constituyen alrededor del 95% del nitrégeno presente. Y el nitrdgeno restante es
nitrégeno no proteico.
Las proteinas contienen alrededor de 20 aminoacidos y otras substancias como
azufre, fésforo y calcio. Segun el sistema de fabricacion los quesos contienen entre
el 10% vy el 30% de proteina. Los quesos son muy ricos en proteinas en especial los
quesos de pasta prensada cuyo contenido de proteinas es de 30% estas proteinas
proceden de las caseinas modificada a lo largo del afinado.
De hecho como consecuencia de esta proteolisis las proteinas del queso son mas
facilmente digeribles por lo que es muy interesante a nivel nutricional por su alto valor
biolégico. El desdoblamiento quimico de las proteinas de la leche se da por. calor,
acidos, enzimas, alcohol y otros agentes, algunas de estas substancias son
producidas en la leche por la accién de los microorganismos. La desnaturalizacion de
las proteinas y su coagulacién o cuajado es lo que caracteriza las primeras etapas de
la modificacion de las proteinas (Robinson, 1991).
2.5.1. Las caseinas.
De todos los componentes proteicos de la leche son probablemente las caseinas las
que mas se estudian dado su papel determinante en el estado y estabilidad del

sistema del que forma parte.
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Las caseinas son aquellas fosfoproteinas y estas se dividen en: a, By vy, asi como la

caseina k, las caseinas a, B y y, son sensibles al calcio, esto quiere decir que dichos

componentes principales reaccionan en presencia de este elemento, con el que

forman compuestos que precipitan, provocando la coagulacion de la leche

(Wolfgahg, 1997).

Estas fracciones varian por factores como la especie, raza y etapa de crianza. La

caseina se encuentra presente en parte solubilizada y otra parte en forma de micelas

suspendidas, estas normalmente estan combinadas con calcio, fosfato inorganico,

magnesio y citratos. En el proceso de coagulacion enzimatica la accion de una

enzima sobre la caseina tarda un cierto tiempo e inicialmente no ocurre separacion

del cuajo y el suero, la separacion acontece mas adelante (Whithey, 1976).

2.6. Proceso de transformacion de la leche en queso.

La transformacion de la leche en queso consta fundamentalmente de dos procesos:

la obtenciéon de la cuajada y su maduracién. Estos procesos a su vez se pueden

dividir en tres fases esenciales:

1.- Fase enzimatica: en esta fase la enzima separa la caseina « tiene una duracion

desde la adicion del cuajo hasta el inicio de la formacién de los puentes calcio-

salinos.

2.-Fase reticular: se forman los puentes salinos , y a continuacion una estructura
reticular tridimensional .

3.-Fase de sinéresis: la retraccion de los puentes calcio salinos y el consecuente

desuerado.
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En el caso de los quesos frescos, la fabricaciéon termina con el desuerado (Amiot,

1991).

2.6.1 Tipos de coagulacién de la leche.

La coagulacion de la leche que se traduce por la formacion de un gel. Es el resultado
de las modificaciones fisico-quimicas que intervienen a nivel de las micelas de
caseina, los mecanismos que intervienen en la formacion del coagulo difieren

totalmente segun el mecanismo utilizado (Tejeda, 1915).

2.6.1.1 Coagulacién por altas concentraciones de sales

El equilibrio salino de la leche tiene enorme importancia en tecnologia lechera, el
equilibrio entre los iones positivos polivalentes (Ca. y Mg.) y los iones negativos
polivalentes fosfatos y citratos que afectan la estabilidad de las proteinas,
principalmente el principio de las cargas eléctricas.

Las proteinas coloidales de la leche estan cargadas negativamente, cualquier
incremento de iones negativos (fosfatos y citratos) tienen como efecto aumentar la
estabilidad de las proteinas en la mayor parte de la leche, mientras que el aumento
de los iones de calcio divalentes neutraliza las cargas negativas y en consecuencia,
tienen un efecto desestabilizante sobre las proteinas.

Este principio se aplica en la fabricacion de leche evaporada. Es decir aquellas
proteinas que presentan mayor numero de regiones hidrofébicas sobre su superficie
forman agregados y precipitan rapidamente que aquellos que presentan pocas

regiones hidrofobicas (Tejeda, 1915).
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2.6.1.2 Coagulacién Acida.

Son diversos los acidos organicos (lactico, citrico) o minerales que dan una cuajada
conveniente. El punto mas importante de la aplicacion de estos es la regulacion
precisa del pH entre 4.5 y 4.7. El descenso del pH tiene por efecto hacer disminuir la
ionizacion provocando una reduccion del potencial de superficie y tiene como
consecuencia la disminucion secuestrante de las caseinas a, B y y el aumento de la
solubilidad de las sales calcicas en el suero.

Esta serie de atracciones desestabilizan la dispersion coloidal y coagulan la leche.
Asi que esta coagulacion carece de calcio y por lo tanto no es comparable a la
coagulacion enzimatica que si tiene calcio. Ej. El Queso cottage es elaborado por
coagulacion acida (Spreer, 1991).

2.6.1.3 Coagulacién por accion enzimatica.

Un gran numero de enzimas proteoliticas de origen animal, vegetal o microbiano
poseen la propiedad de coagular el complejo de caseinas de la leche.

Nitschman, Alais y Garnier. han confirmado que la coagulacién de la leche por accion
del cuajo se dan segun estas dos fases.

La fase primaria: durante la cual el cuajo ataca al componente estabililizante de la
micela, que es la caseina «k cortandola en dos segmentos desiguales 1-105
corresponde a la paracaseina x y el segmento 106-169 al péptido llamado macro
péptido. Todas las formas de caseina k, contengan o no glucidos, estan sujetas a
esta hidrdlisis, la cual se efectua a una gran velocidad.

La fase secundaria: fase de coagulacion que corresponde a la formacion del gel

por asociaciéon de las micelas modificadas bajo la accion del enzima a una
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temperatura conveniente, esta agregacion no empieza hasta que el 85-90% de
caseina k ha sido hidrolizada.

Existe una fase terciaria que es el cuajado se inicia una vez que se ha producido el
coagulo de la leche y consiste en una accion proteolitica de la a y B que constituyen
también parte del proceso de maduracion.

2.6.1.3.1 Fase enzimatica.

Es importante resaltar que la cuajada obtenida enzimaticamente no esta
desmineralizada como la acida, ésta es la diferencia fundamental entre estos tipos de
cuajado. Tanto el calcio como el fosforo desempefian un papel fundamental en el
mecanismo de coagulacién y forman parte del gel de caseina, proporcionando un
cuajo con propiedades particulares para que el queso sea compacto, flexible, elastico

e impermeable (Eck, 1991).

2.6.1.3.2 Fase de coagulacion.

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 calcio y el fosfato de calcio micelar juegan un papel determinante

en el fenomeno de agregacion.

Segun Payens (1981), los puntos de agregacioén 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
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denso, sino que da lugar a un reticulo proteico y que aprisiona la totalidad de la fase

acuosa (Eck, 1991).

2.6.1.3.3. Rendimiento quesero.

Un punto de gran importancia en la industria quesera, asi como en cualquier otra, es
el control del rendimiento. Se puede expresar de diferentes maneras pero la mas
comun es relacionando los kilos de queso obtenido con los litros de leche empleada.

Varios factores afectan el rendimiento a saber:

e La composicién de la leche: una leche rica en sélidos totales ofrecera un

mayor rendimiento al igual que un mayor contenido de caseinas.

e Composicion del queso: los quesos blandos ofrecen mayor rendimiento que

los quesos semiduros y duros.

e Técnicas de fabricacion: un exacto control del tiempo de coagulacién y los
trabajos de la cuajada permite reducir las pérdidas de caseina y grasa en el
suero las cuales estan estimadas en 0.1 y 0.3% respectivamente; con lo cual

se mantiene un buen rendimiento (Alais, 1984).
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MATERIALES Y METODOS CAPITULO 3

Técnicas aplicadas en el trabajo de investigacion.
ETAPA 1

3.1 Extraccion y dializado de la fraccion enzimatica a partir de la flor,
tallo y hoja del cardo.

3.1.1 Técnica para la extraccion y fraccionamiento de las proteinas
Se maceraron 5 gramos de muestra, con 50 ml de solucion buffer de fosfatos 0.1M
al pH correspondiente determinado anteriormente, y preparada segun

especificaciones de (Lynch, 1987).

Una vez solubilizada en el buffer de fosfatos, la muestra se colocé en un tubo y se
centrifugd a 3,500 rpm por 15 minutos en una centrifuga IEC Internacional
centrifugue modelo K No. 4410P-1, a temperatura ambiente. Las condiciones
anteriores descritas no son las optimas, ya que no se cuenta con equipo adecuado
se recomienda trabajar en centrifuga con refrigeracion a 16,000 rom durante 30

minutos a 4°C (Nilo,1997).

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

sobrenadante se paso a una probeta graduada a fin de conocer el volumen obtenido.

Posteriormente éste se fracciono en seis partes iguales y se transfirid a igual numero
de tubos para centrifuga agregandose solucidn saturada de sulfato de amonio (NHa)»
SO4 en las diferentes concentraciones (8.33%, 16.66, 33.33%, 50.00%, 66.66%,

83.33%).

Lo anterior se realizé con el objetivo de precipitar la enzima presente en el extracto

obtenido de la flor, como del tallo y hoja de la planta, para su posterior analisis y
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determinacién de la fraccion con la mayor actividad proteolitica. La metodologia
anterior se llevo a cabo bajo el siguiente fundamento: “Una descripcién simplificada
del mecanismo de insolubilizacion por salado, esta basada en el hecho de que la
adicion de las sales elimina el agua de la proteina hidratada, dejando las regiones

hidrofilicas en libertad de combinarse intermolecularmente” (Glatz, 1990).

3.1.3 Dialisis.

Este proceso se llevé a cabo con el fin de eliminar la sal (NH4), S04 (sulfato de
amonio) utilizado en esta etapa de extraccion de la enzima, ya que ésta interfiere en
la evaluacion del extracto enzimatico en sus diferentes pruebas a las que sean
sometidos, asi como la de eliminar proteinas con peso molecular menor a 12 KDa,
ya que son capaces de emigrar hacia el exterior de la membrana utilizada en el
sistema de dialisis, 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 crudo
de la etapa de extracciéon por precipitado, 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 Kdalton.

El sistema de membrana, previamente cerrado, se colocé 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 colocé dentro de un bafio de hielo, el cual se monté en un agitador
Thermolyne, modelo Cimarec 2, a fin de mantener agitacién constante dentro del

sistema, cambiando el agua del sistema cada hora.
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Se llevo 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 capitulo anexos 6.5.1

ETAPA 2

3.2. Pruebas en fresco utilizando las fracciones, en diferentes pH’s a partir de
flor, hoja y tallo del cardo.

3.2.1. Evaluacion de Pruebas en fresco.

Con el objetivo de conocer la actividad proteolitica de cada una de las partes de la
planta, se llevaron a cabo pruebas de coagulacién directas 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 1 ml de buffer fosfatos 0.1 M a los siguientes pH’s 5.0, 5.4 , 5.7,
6.0, 6.3, 6.6 , aplicados en las diferentes fracciones que se tenian de cada una de las

partes de la planta (flor, tallo y hoja).

Esta es una prueba relativamente sencilla donde se detecta si existe o no algun tipo
de coagulacién ya sea de tipo acida o enzimatica en la diferentes partes de la

planta. (Hernandez C, 2004).

3.2.2. Deteccion de actividad enzimatica en las diferentes partes de la planta

de la flor, tallo y hoja del cardo.
Se realiza una observacion y monitoreo cuidadoso a la solucién y se verifica si se a
llevado algun tipo de coagulacion vy si es asi estas es selecciona para ser sometida a

otras pruebas mas precisas que proporcione mas informacion en cuanto a la
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actividad que esta realizando ese complejo enzimatico sobre su sustrato. Sin
embargo, las que no coagulan en esta etapa deberan ser igualmente analizadas para
evaluar correctamente el extracto previamente dializado que se obtuvo de las

diferentes partes de la planta de cardo.

Las pruebas en fresco se puede decir que se utilizan como prueba preliminar para
la seleccién de aquellas fracciones que presentaban dicha caracteristica visual de
coagulacion de preferencia, para posteriormente evaluarla por medio de

espectrofotometria en espectro uv de longitud de onda de 280 nm.

ETAPA 3:
3.3.1. Evaluacion de la fuerza de cuajo en hoja, tallo y flor variando pH de (5.0 —

6.6) para las diferentes fracciones del extracto parcialmente purificado.

El procedimiento a seguir para llevar acabo esta operacion requiere de leche fresca
recién ordefiada, buffer fosfatos 0.1 M a los pH'’s correspondientes de trabajo pH
(5.0,5.4,5.7,6.0,6.3, 6.6), extracto enzima y un bafio maria a 40°C.

En esta etapa se colocaron, 100 ul de extracto enzimatico diluidos en 1 ml de buffer
frio al pH que se quiera analizar, se agita y se agrega a 10 ml de leche, es decir una
relacion de 1:10, se toma el tiempo de coagulacion para cada una de las fracciones
al igual se recomienda hacerlo por duplicado. Para esta prueba, se tomo en cuenta

la metodologia expuesta por (Veisseyre, 1972).

27



ETAPA 4:
3.4.1. Estudio cinético de la actividad de las diferentes fracciones de los

extractos parcialmente purificados en funcién al pH para flor.

3.4.1.1. Evaluacién, de la actividad proteolitica del extracto enzimatico dializado
bajo diferentes pH’s.

Para esta prueba, se optd por la metodologia reportada por Duckjovich y Esquivel
(1995), misma que fue modificada para los fines perseguidos en esta investigacion.
Se prepara una solucidbn de caseina al 2% ajustado a los pH’'s de trabajo
correspondientes buffer fosfatos. Se sometieron a reaccién 25 ml de sustrato con 0.5
ml del extracto enzimatico parcialmente purificado a temperatura de 40°C con
agitacion constante en un termobafioc NESLAB Modelo Rotofix Il. Se tomaron
muestras de la reaccidon cada minuto empezando de tiempo cero por un tiempo total
de 10 minutos. La reaccion se detuvo con &cido tricloroacetico al 10% en bafo de
hielo .posteriormente las muestras de las reacciones obtenidas se centrifugaron a
14.000 rpm en centrifuga Eppendorf modelo 5415C por cuatro minutos y del
sobrenadante obtenido se determinaron lecturas espectrofotométricas U. V, a una
longitud de onda a 280 nm en un espectrofotdbmetro marca Spectronic modelo

biomate 3, utilizando como blanco agua destilada.
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ETAPA 5

3.5.1. Analisis comparativo de la actividad de las diferentes partes de la planta
Flor, tallo y hoja. Con cada una de sus fracciones de los extractos parcialmente
purificados en funcion al pH 6.3.

Este analisis consiste en evaluar el comportamiento cinético de las diferentes partes
de la planta (tallo, hoja y flor) a un solo pH, Que en este caso fue el pH 6.3.

La metodologia utilizada en esta etapa fue exactamente la misma que se aplico en la
etapa 4.

Se prepara una solucion de caseina al 2% ajustado a pH 6.3 con buffer fosfatos. La
cual se sometidé a reaccién 25 ml de sustrato con 0.5 ml del extracto enzimatico
parcialmente purificado a temperatura de 40°C con agitacién constante en un
termobafio NESLAB Modelo Rotofix Il. Se tomaron muestras de la reaccion cada
minuto empezando de tiempo cero por un tiempo total de 10 minutos. La reaccién se
detuvo con &cido tricloroacetico al 10% en bafo de hielo .posteriormente las
muestras de las reacciones obtenidas se centrifugaron a 14.000 rpm en centrifuga
Eppendorf modelo 5415C por cuatro minutos y del sobrenadante obtenido se
determinaron lecturas espectrofotométricas U. V, a una longitud de onda a 280 nm
en un espectrofotdbmetro marca Spectronic modelo biomate 3, utilizando como blanco

agua destilada.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES CAPITULO 4

La etapa 1 no se presenta en este apartado ya que solo comprendio la obtencion y
el dializado del extracto enzimatico material fundamental para realizar las siguientes
etapas.

ETAPA 2:

4.2.1 Pruebas de coagulacion en fresco para tallo, hoja y flor, variando pH en
los extractos parcialmente purificados.

A continuacion se presentan las tablas que muestran los resultados de las pruebas
de coagulacion en fresco para las diferentes partes de la planta (tallo, hoja y flor) las
cuales fueron extraidas con diferentes concentraciones de (NHs), SOs (8.33%,
16.66%, 33.33%, 50.00%, 66.66% y 83.33), variando el pH (5.0, 5.4, 5.7, 6.0, 6.3,
6.6).

Cuadro 3: Pruebas en fresco para tallo variando pH en las diferentes fracciones del

extracto enzimatico parcialmente purificado.

PH./ 8.33% 16.66% 33.33% 50% 66.66% 83.33%
Fracciéon (NH4)2 SO4 (NH4)2 SO4 (NH4)2 SO4 (NH4)2 SO4 (NH4)2 SO4 (NH4)2 SO4
MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS

10 | 20 | 30 40 10 | 20 30 | 40 10 | 20 30 | 40 10 20 30 | 40 10 | 20 30 | 40 10 | 20 | 30 40

PH 5.0

PHS5.4

PH 5.7

PH 6.0

PH 6.3

PH 6.6
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Como se puede observar en el cuadro 3 no se presentd coagulacién al utilizar el

(tallo), al variar el pH (5.0, 5.4, 5.7, 6.0, 6.3, 6.6) para ninguna de las diferentes

fracciones obtenidas mediante la adicion del (NH4)2SO4.

Las condiciones de coagulacion son las recomendadas por Villegas, en el (2004) a

temperatura de 40° C en un tiempo aproximada a los 40 minutos.

Cuadro 4: Pruebas en fresco para hoja variando pH en las diferentes fracciones del

extracto enzimatico parcialmente purificados.

PH./
Fraccion

8.33%
(NH), SO,
MINUTOS

16.66%
(NH,), SO,
MINUTOS

33.33%
(NH,), SO,
MINUTOS

50%
(NH,), SO,
MINUTOS

66.66%
(NH,), SO,
MINUTOS

83.33%
(NH,), SO,
MINUTOS

10

20 | 30

40

10 | 20 | 30

40

10 | 20 | 30

40

10 | 20 | 30

40

10

20 | 30

40

10

20 | 30

40

PH 5.0

PH 5.4

PHS5.7

PH 6.0

PH 6.3

PH 6.6

Para el caso de la hoja, se obtuvo un comportamiento similar a la del tallo, como se

demuestra en el cuadro 4: no presentando signos de coagulacién evidente bajo las

mismas condiciones de temperatura, tiempo y variacién de pH (5.0, 5.4, 5.7, 6.0, 6.3,

6.6) para las diversas fracciones obtenidas.
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Cuadro 5: Pruebas en fresco para flor variando pH en las diferentes fracciones del

extracto enzimatico parcialmente purificado.

PH./ 8.33% 16.66% 33.33% 50% 66.66% 83.33%
Fraccién (NH4)2 804 (NH4)2 SO4 (NH4)2 804 (NH4)2 804 (NH4)2 SO4 (NH4)2 804
MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS
10 | 20 [ 30 | 40 [ 10 | 20 | 30 | 40 10 | 20 [ 30 | 40 [ 10 | 20 [ 30 | 40 | 10 | 20 | 30 | 40 | 10 [ 20 | 30 [ 40
PH 5.0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
PHS5.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
PHS5.7 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
PH 6.0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
PH 6.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
PH 6.6 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

A diferencia de los primeros extractos de las partes de la planta, hoja y tallo, los de
flor demostraron actividad coagulante positiva en todos los casos, segun se observa
en el cuadro 5: Lo anterior para todas las fracciones bajo las mismas condiciones de
temperatura, tiempo y variacion de pH.

Cabe mencionar que los resultados presentados en los cuadros 3,4,5 son solo
cualitativos pero aun asi permiten observar que los extractos de flor son los que
poseen la mayor actividad coagulante lo cual sera evidenciado con datos de tipo
cuantitativo obtenidos en los ensayos posteriores.

ETAPA 3:

4.3.1. Evaluacion de la fuerza de cuajo en hoja, tallo y flor variando pH de (5.0 —
6.6) para las diferentes fracciones del extracto parcialmente purificado.

Para fines de aplicacion se evalué la fuerza de cuajo mediante la metodologia
propuesta por CODEX STAN, en 1999 la cual demuestra el poder coagulante de los
extractos parcialmente purificados. Los resultados para el extracto de flor son

presentados en cuadro 6: y para los extractos de hoja y tallo no fue posible obtener
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resultados debido a que no se presento coagulacion alguna a pesar de haber variado

el pH.

Cuadro 6. Evaluacion del comportamiento de las fracciones obtenidas con relacion

a la fuerza de cuajo y el pH del extracto parcialmente purificado.

Fraccion pH

% pH5 pH5 4 {pH5,7 pH 6,0 pH6,3 pH6 b
8,33 291 67 229,09 196,82 173,29 197 05 154 84
16,66 250,00 5787 132,56 76,07 71,08 53,32
13,13 139,53 a4 91 262,37 197 3 246 D4 101 16
50,00 320,49 199,74 568,67 633 64 498,07 421,05
66,66 434,76 844 44 551,72 916 88 611,44 612,26
83,33 125654 775,00 727,27 742 40 978,09 721,85

Fuerza de cuajo: Unidades ml / min.
A continuacion se presenta de forma grafica dichos resultados permitiendo que sean

analizados de manera que se pueda emitir una discusion y conclusion de los

mismos. Comportaminento de la fracciones
1400

o e .\\ ——8.33%
T AON | e ioen
é 600 / 33.33%
E ‘2‘88 |- 5 50.00%
0 T | xe666%
45 5.5 6.5 —e—83.33%

pH Evaluado

Grafica 3: se muestra el comportamiento de las fracciones

Obtenida con relacion a la fuerza de cuajoy el pH.
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Como se puede ver en la grafica las mejores actividades observadas se presentan
en las fracciones 83.33% y 66.66% las cuales se recomiendan para el
establecimiento de condiciones tecnoldgicas practicas, con las mayores fuerzas de
cuajo a pH 6.3, 6.6, y 6.0, que son cercanos al pH de la leche fresca. Aunque el pH
5.0 tiene una mayor fuerza de cuajo no se recomienda ya que en este existe una
interaccion sinergista entre acido-enzimatica. Por lo que no es solo la accién propia
de la enzima.

Para tener aun mas informacion sobre el comportamiento de las fracciones del
extracto flor con respecto a la variacion de pH. Los resultados que se presentan en
el cuadro 6, son las medias del analisis realizado, estos mismos fueron grafica como
se puede apreciar en la siguiente figura 4, Lo cual se realiza con el fin de seguir
proporcionando mas informacién sobre el efecto que se tiene al variar el pH con

respecto a la actividad proteolitica que realiza cada una de las fracciones.
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Grafica 4: Fuerza de cuajo en funcion al pH del extracto

parcialmente purificado para la flor.
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Del analisis estadistico efectuado a los datos presentados en el cuadro 6, es posible
determinar con el analisis de varianza y la comparacién entre las medias mediante la
prueba de t student (p<0.05), el mejor tratamiento fue el de pH 5.0, que fue diferente
a todos los demas, seguido del pH 6.3 y 6.0 que estadisticamente son iguales entre
si, pero diferentes al resto de los demas tratamiento. Los resultados del método
estadistico para la fuerza de cuajo son presentado en el apéndice 1.

De tal manera, como se puede observar en la grafica 4, los pH's mas sobre-
salientes son: pH 5.0, 6.3 que en esta prueba aun muestran actividad ascendente y
sin embargo el pH 6.0 se observa que a llegado a un punto maximo y su descenso
es inminente al igual que el resto de los pH'’s.

En el caso del pH 5.0 que estadisticamente fue el mejor, se puede interpretar como
un comportamiento sinergista entre la accion de la enzima y el nivel de acidez
presente en el sustrato.

ETAPA 4:

4.4.1. Estudio cinético de la actividad de las diferentes fracciones de
los extractos parcialmente purificados en funcién al pH para la flor.

Cuadro 7: Analisis comparativo de las cinéticas de actividad (Vo) a diferente pH, de

las fracciones del extracto de la flor.

PH faccion.| 833% | 16E%|  33.3%% % BREEY B339
5| oopw | oopsl opda a3l og3sl 0pd

sq | oopw | o 0z 0o R IRE

57 | 0p4s opdl 006 0idd 0157 0152

6 | oo | ool opgrrl g7 ozl 04T

63 | o452 | o203 oqsel  odedl 0gss 02g2

GG 0,09 0,252 0,156 0,201 0,226 022
Unidades de Abs/min.
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A fin de conocer la actividad que existe dentro de cada una de las fracciones de
extracto de la flor en los diferentes pH’s, se procedio al tratamiento estadistico de los
datos de las velocidades iniciales obtenidas en esta etapa mediante la prueba de t
student (p< 0.05) para demostrar cual de los tratamientos es el mas apto para el
establecimiento de condiciones tecnoldgicas practicas.

Cabe mencionar que en esta etapa no se estudiaron los extractos obtenidos a partir
de hoja y tallo debido a su nula actividad que presentaron en los estudios anteriores.
El cuadro anterior los datos se presentan como las medias de las cinéticas de
actividad (Vo) a diferentes pH’s es graficado para una mejor apreciacién del el

comportamiento del extracto de la flor.

533 1656 3333 0 6 55 5333

FRACCEN

Grafica 5: Estudio de cinéticas de la actividad de las diferentes fracciones
del extracto flor parcialmente purificado.
De acuerdo a los resultados estadisticos arrojados con el analisis de varianza y la

aplicaciéon de la prueba de t student p<0.05), se encontré que si existen diferencias
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entre las medias y los resultados fueron que los mejores pH’s son 6.3 y 6.6 con
respecto al resto, dentro de ellos el mejor es el pH 6.3 fraccion 66.66% diferente a
todos los demas. Seguido del pH 6.6 (16.66%) y 6.3 (83.33%) los cuales
estadisticamente son iguales; es decir no existen diferencias significativas entre
ellos De los resultados anteriores es posible observar que efectivamente hay dos
pH’s que se comportan diferente al resto y en las fracciones donde existe mayor
actividad se presenta en las fracciones 66.66% y 16.66% .La evaluacion cinética de
las fracciones variando pH, demuestran la presencia de un complejo enzimatico mas
que la actividad de una sola enzima. Los resultados del estadistico aplicado para las
cinéticas aplicadas se encuentran en el apéndice 2.

ETAPA 5:

4.5.1. Analisis comparativo de la actividad de las diferentes partes de la planta
con cada una de sus fracciones de los extractos parcialmente purificados en
funcion al pH 6.3.

Después de observar los resultados del analisis estadistico en las etapas 3 y 4 se
decidié correr una cinética para cada una de las partes de la planta estudiadas tallo,
hoja y flor bajo las mismas condiciones que resultaron ser las mas idoéneas para
ambos casos, es decir se trabajo a pH 6.3, ya que en este se presentd la mejor
actividad coagulante en lo concerniente tanto a la fuerza de cuajo como a las
cinéticas de actividad expresada como (Vo). En el cuadro 8 puede observarse
claramente la diferencia en cuanto a actividad ya que los valores para la flor son 17
veces mas que para tallo y hoja, que muestra una actividad similar, sin duda la flor
supera ampliamente a las partes, tallo y hoja, en cuanto a actividad proteolitica bajo

las condiciones que se estuvieron trabajando en esta investigacion.
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Cuadro 8: comparacion de actividad proteolitica de las diferentes partes de la planta

(flor, tallo y hoja) a pH 6.3.

Fraccion PH 6.3
(NH4),S04 Tallo Hoja Flor
% AAbs/min AAbs/min AAbs/min

8.33 0.0092 0.0111 0.2040
16.66 0.0104 0.0121 0.2105
33.33 0.0111 0.0130 0.1968
50.00 0.0137 0.0140 0.2020
66.66 0.0112 0.0117 0.2324
83.33 0.0118 0.0124 0.2187

Los datos fueron graficados y analizados en el estadistico con el analisis de varianza

y la prueba de t student p<0.05), para la comparacion de medias de los datos

mostrados en el Cuadro 8.
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Grafica 6: Comparativo de actividad de las diferentes partes de la planta

flor tallo y hoja a pH 6.3.
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Los resultados estadisticos arrojados aplicando el analisis de varianza y la prueba
de t student p<0.05), muestran diferencias significativas entre las diferentes partes
de la planta, siendo la flor la de mayor actividad con respecto a hoja y tallo, que son
estadisticamente iguales, y sumamente bajos si se comparan con la flor. En la flor se
puede apreciar de igual forma que las fracciones precipitadas al 66.66 y 83.33 % son
las que presentan mayor actividad como anteriormente se habia reportado. Los
resultados estadisticos del comparativo de actividad para las diferentes partes de la

planta a pH 6.3 que se encuentran en el apéndice 3.
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CONCLUSIONES CAPITULO 5

El presente trabajo de investigacion permite establecer las siguientes conclusiones.

En las pruebas de coagulacion en fresco al variar el pH es posible apreciar que la
unica parte de la planta que presenté dicha actividad es la flor la cual fue positiva en
todos los tratamientos a diferentes pH’s desde el minuto 10, y que tanto para hoja
como para tallo es negativa para todos los pH’'s (5.0, 5.4, 5.7, 6.0, 6.3 y 6.6), hasta el
minuto 40.

En cuanto a el estudio de la fuerza de cuajo es posible concluir que el efecto del pH
es determinante y que los mejores resultados se presentaron en el pH 5.0 no siendo
este el o6ptimo de trabajo de la enzima, como se comprobara en los estudios
posteriores sin0 que se presenta una coagulacion sinérgica acido-enzimatica,
seguido por el pH de 6.3 y 6.0 los cuales se presentan como 6ptimos en etapas
posteriores.

Para los resultados obtenidos de las cinéticas de actividad efectuadas se observa
que los pH’s sobresalientes son los de 6.3 y 6.6 para las fracciones 83.33 y 16.66
respectivamente, lo que deja evidencia de la presencia no de una sola cardosina sino
de un complejo de estas, como se lo habia reportado por Fepale, en 2003 las cuales
precipitan al 16.66 y 83.33% en presencia de sulfato de amonio, con pH’s de trabajo
similares 2 6.3y 6.6

Sin embargo el pH de 6.3 es el que tecnoldégicamente se propone ya que la
proporcion de la cardosina en la fraccién 66.66% es mayor en cantidad y se ve

reflejado en que en las pruebas de fuerza de cuajo de da mayor actividad.
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Finalmente del estudio cinético realizado a las diferentes partes de la planta flor, tallo
y hojas es posible concluir que existe una proporcion muy baja de cardosinas en tallo
y hoja, las cuales no son significativas tecnolégicamente hablando, ya que no se
expresaron en ninguna de las pruebas de coagulacién realizadas y de que en las
pruebas de cinéticas presentan una actividad muy por debajo de las reportadas para
la flor.

Por ultimo es posible decir, que las flores son una buena fuente de coagulante a pH
de entre 6.3 y 6.0. Y que pueden ser empleadas en la tecnologia quesera ya que el

pH de la leche se encuentre dentro de estos rangos.
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ANEXOS CAPITULO 6

6.1. Técnicas auxiliares utilizadas durante la realizacion del trabajo

experimental.

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

algunas técnicas de laboratorio que se describen a continuacion.
6.1.1. Preparacion de soluciones Buffer.
Amortiguador de fosfato (limites de pH, 5.7 a 8.0) (LYNCH, et al., 1987):

Solucién concentrada A: se disuelven 27.6 gr. de fosfato sdédico monobasico

(NaH,PO4*H20) en un litro de agua destilada (0.2 M).

Solucién concentrada B: se disuelven 28.39 gr. de fosfato sédico dibasico (NazHPOy;
o 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: Volumenes de soluciones concentradas Ay B y pH que se obtiene.

ml de solucién | ml de solucién pH final Mezclar
A B
14.8 35.2 5.0
Aforar
10.5 39.5 54 2100 ml.
93.5 6.5 5.7
87.7 12.3 6.0 Aforar
77.5 22.5 6.3 a 200 ml.
62.5 37.5 6.6
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6.1.2. Determinacion de sulfatos.

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

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

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

Se coloco la muestra en un matraz erlenmeyer de 125 ml.

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

La muestra preparada se calenté en una parrilla Termoline

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

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

Cuando en el procedimiento ya no se observé precipitacion de cloruro de Bario,
se considerd lista a la muestra para pasar a la etapa de purificacion por
cromatografia de intercambio idnico.

6.1.3. Preparacion del azul de Coomassie.

Equipo: espectrofotdbmetro con Iampara uv y vis. en las siguientes longitudes de
onda 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 percldrico (solucién al 60%).
(P/V).
2. Agitar protegiendo de la luz y sin calor.
3. Pasar la solucion por papel filtro No. 1 para remover el material no disuelto.
4. La solucion debe tener un color café — verdoso. Si ésta es azulada, sera
porque la solucién ha sido contaminada con proteinas.

5. Leer a 465 nm, la lectura debe dar entre 0.6 y 0.7 de absorbancia.
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6.

7.

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.

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

© © N o g A~ Db

. 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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6.1.5 Tecnologia de elaboracion de queso fresco molido.

1. Realizar las correspondientes pruebas de andén.

2. Clarificar la leche.

3. Pasteurizar a 72° C por 1 minuto.

4. Enfriar a 38° C.

5. Agregar 0.03% de Cloruro de Calcio. Agitar.

6. Agregar 0.03% de cuajo (diluir en agua). Agitar.

7. Dejar cuajar por 30 minutos.

8. Cortar en cubos pequenos.

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 pequenfos.

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.
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Apéndice 1: Resultados de Fuerza de cuajo.

Analisis de varianza.

SOy OF sum of Squares Mean Square F Ratic
hodel 26 Gravaryd 194238 PG JILTL
Emor i 24416 4 2623 Prab = F
L. Totl i1 T R £ 00T
Tabla de comparacion de medias por el método de t student .
Level Least Sq Mean
583,33 A 1256,5400
6,3,83,33 B 978,0900
6,66,66 B C 916,9750
5,4,66,66 C D 844,4400
5,4,83,33 D E 775,0000
6,83,33 D E 742,3950
5,7,83,33 E 727,2700
6,6,83,33 E 721,8450
6,50 E F 693,6400
6,6,66,66 F G 612,2600
6,3,66,66 F G 611,4350
5,7,50 G H 568,6700
5,7,66,66 G H 551,7200
6,3,50 H | 498,0650
5,66,66 I 434,7550
6,6,50 | J 421,0500
5,50 J K 320,4850
5,8,33 K L 291,6650
5,7,33,33 K L M 262,3650
5,16,66 K L M 250,0000
6,3,33,33 K L M 246,0400
5,4,8,33 K L M N 229,0900
5,4,50 L M N O 199,7400
6,33,33 L M N O 197,3100
6,3,8,33 L M N O 197,0450
5,7,8,33 L M N O 196,8150
6,8,33 M N O P 173,2900
6,6,8,33 M N O P Q 159,8400
5,33,33 N O P QR 139,5300
5,7,16,66 N O P QR 132,5600
6,6,33,33 O P QR 101,1600
5,4,33,33 P Q R 84,9050
6,16,66 P Q R 76,0700
6,3,16,66 P Q R 71,0800
5,4,16,66 Q R 57,9700
6,6,16,66 R 53,3200
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Apéndice 2: Resultados del estudio de cinéticas de la actividad de las diferentes
fracciones del extracto flor parcialmente purificado.

Analisis de varianza.

Source OF Sum of Squares hean Squars F Ratio
ikl K 0 52342511 0014355 36 2905
Bmir Af 0,01 459400 0, 000405 Prob > F
L. Tol i1 U 238014911 < JIU0T

Tabla de comparacion de medias por el método de t student .

Level Least Sq Mean
6,3,66,66 A 0,35800000
6,6,16,66 B 0,28150000
6,3,83,33 B C 0,26200000
6,6,66,66 C D 0,22600000
6,66,66 C D 0,22550000
6,6,83,33 D E 0,22000000
6,3,16,66 D E F 0,20300000
6,6,50 D E F 0,20100000
5,4,66,66 E F G 0,18200000
5,4,83,33 E F G 0,18100000
6,83,33 F G H 0,17300000
6,3,50 F G H | 0,16900000
5,7,66,66 G H I 0,15700000
6,6,33,33 G H I 0,15550000
5,7,83,33 G H I 0,15200000
6,3,8,33 G H | 0,15150000
5,7,50 G H | 0,14400000
5,66,66 H I J 0,13500000
5,50 I J 0,13200000
6,3,33,33 I J 0,13200000
6,50 J K 0,09700000
6,6,8,33 K L 0,09000000
6,33,33 K L M 0,07700000
5,7,33,33 K L M N 0,06050000
5,4,33,33 L M N 0,05600000
5,7,8,33 M N 0,04450000
5,33,33 M N 0,04300000
5,7,16,66 M N 0,04000000
5,8,33 M N 0,03900000
5,16,66 N 0,03150000
5,83,33 N 0,03100000
6,16,66 N 0,02800000
5,4,16,66 N 0,02650000
5,4,8,33 N 0,02600000
6,8,33 N 0,02400000
5,4,50 N 0,02100000




Apéndice 3: Comparativo entre flor, tallo y hoja.

Analisis de varianza.

Source OF Sum of Squares hean %quare F Ratio
hadel 17 0 39576724 0023230 164 AR00
Ermor 18 0 00252950 0000141 Prob » F
C. Tutal 35 0, 39328674 < 001

Tabla de comparacion de medias por el método de t student .

Level Least Sq Mean
Flor,66,66 A 0,35800000
Flor,83,33 B 0,26200000
Flor,16,66 C 0,20300000
Flor,50 D 0,16900000
Flor,8,33 D E 0,15150000
Flor,33,33 E 0,13200000
Tallo,50 F 0,02450000
Hoja,50 F 0,02150000
Hoja,33,33 F 0,01700000
Hoja, 16,66 F 0,01250000
Tallo,33,33 F 0,01200000
Hoja,83,33 F 0,01100000
Tallo,83,33 F 0,01000000
Tallo,16,66 F 0,01000000
Hoja,8,33 F 0,00650000
Tallo,8,33 F 0,00500000
Hoja,66,66 F 0,00450000
Tallo,66,66 F 0,00450000
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