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Resumen

Uno de los alimentos de consumo elevado en nuestro pais es sin duda el queso,
en sus muy diversas variedades el cual es elaborado con tecnologia tanto artesanal
como industrial, en cualquier caso, la elaboracion del producto requiere el empleo de
enzimas coagulantes obtenidas de diferentes fuentes, de las cuales las mas comunes
son la animal, microbiana y vegetal.

En algunas regiones el uso del trompillo (Solanum elaeagnifolium) para coagular
la leche tiene una tradicion de muchos afios, sin embargo su uso es totalmente
empirico por lo que en ocasiones el rendimiento del queso es muy variable. Dado que el
conocimiento de los mecanismos bioquimicos que participan en el fendmeno de la
coagulacion no esta del todo claro se hace necesario su estudio para poder ofrecer
alternativas sobre su uso y la obtencién de mejores rendimientos.

Este estudio tiene como finalidad conocer la capacidad coagulante de los
extractos del trompillo, bajo condiciones similares a las empleadas en la industria, para
tratar de entender los posibles factores que alteran la efectividad en la coagulacion.

Los resultados iniciales demuestran que los extractos de la planta tienen
capacidad de coagular la leche, dependiendo del sistema de extraccion, con una fuerza
superior al 50% (entre 500 y 923) a la que presentd la preparacion comercial (1000),
ademas de un incremento en el tiempo de entre 10 y 150 segundos.

Por otra parte la firmeza del coagulo obtenido es menor al que presenta la
preparacion comercial, lo que representa una desventaja y puede ser un factor que
altere el rendimiento.

Se requiere realizar estudios mas amplios sobre la extraccion y purificacion de
los compuestos enzimaticos con la finalidad de evitar posibles interferencias de
compuestos contaminantes.
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Abstract

A food of great consumption in our country is without any doubt cheese, in all its
different varieties, which is produced with traditional and industrial methods, in Esther
case, elaborating the product requires the use of clotting enzymes from different
sources, and the most common are from animal, microbial and plant sources.

In some regions the use of Silverleaf nightshade (Solanum elaeagnifolium) for
milk coagulation is an ancient tradition, without any scientific basis, reason why the yield
of cheese varies. Since the knowledge of the biochemistry mechanisms responsible of



the coagulation phenomenon isn’t clear, it's necessary to investigate it in order to offer
application alternatives and gain better yielding.

The purpose of this study is to know the coagulant capacity of the extracts of
Silverleaf nightshade, using similar conditions as in industry, in order to understand the
possible factors that alter the coagulant efficiency.

The initial results show that the extracts of the plant have coagulant milk capacity,
depending on the extraction system used, with a superior strength of 50% (between 500
y 923) than the one showed by the commercial preparations (1000), besides there was
an increase on time between 10 and 150 seconds.

On the other hand the strength of the clot yield is less than the one showed by
the commercial preparation, which represents a disadvantage and can be a factor that
alters yield.

Future broad studies are required about the extraction and purification of the
enzymatic compounds in order to avoid possible interference of polluting compounds.
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Introduccién

El queso es uno de los alimentos pioneros en la utilizacion de enzimas, ya que
desde los inicios ancestrales en la preparacion del queso se han usado estos
compuestos como ingrediente basico.

El consumo de quesos tanto a nivel mundial como en México ha alcanzado
niveles muy altos y se mantiene en constante crecimiento. Por lo tanto las necesidades
de las diferentes materias primas se incrementan constantemente.

Uno de los ingredientes indispensables son las preparaciones de enzimas
coagulantes, conocidas comunmente como “cuajo”. Debido al incremento en la
produccion quesera en algunos momentos se ha presentado escasez de este
ingrediente, por lo que ha sido necesaria la busqueda de fuentes alternativas del mismo
obtenidas de fuentes naturales hasta el desarrollo de procesos biotecnoldgicos para su
produccion (Amiot, 1991, Garcia, 1999)

El trompillo es una planta nativa considerada una maleza indeseable en las

areas agricolas por su dificil erradicacion y también produce un alcaloide toxico
(solanina) que es dafiin para animales. Sin embargo, se sabe en forma empirica que el
fruto de esta planta tiene propiedad proteolitica sobre la leche, la cual la utilizan para la
elaboracién de quesos.
Por lo anterior el presente trabajo busca realizar una caracterizacion de la actividad
coagulante de extractos enzimaticos preparados a partir de los frutos de la planta
trompillo (Solanum elaeagnifolium), ya que en otros estudios realizados se demostro
gue esta parte de la planta es la que mayor fuerza de coagulacion presenta.

Metodologia Experimental

Se recolectaron en forma manual las plantas de trompillo, para posteriormente
separar los frutos que no presentaran dafios sobre su superficie. Se seleccionaron
plantas que presentaran frutos de una coloracion similar, como medida subijetiva del
grado de madurez. La recoleccién se realizo en los terrenos del campus universitario y
en las inmediaciones del mismo.



Se trabajé Unicamente con el fruto porque estudios preliminares demostraron
que es la parte con poder de coagulacién bien definido.

A continuacion se procedié a realizar la maceracion de los frutos empleando
agua destilada como medio de dilucién. El extracto previamente filtrado fue analizado
para conocer el pH que presentaba.

La prueba cualitativa de coagulacion de leche se realiz6 empleando extractos
obtenidos, bajo diferentes condiciones, con buffer de fosfatos para mantener el pH
original del fruto. Se mezclé cada extracto preparado con leche bronca a 40°C y se
observo la formacion de coagulos.

Posteriormente se realizaron técnicas de semipurificacion de las proteinas
presentes en los extractos mediante (a) solubilizacion y centrifugacion y (b)
precipitacion y posteriormente dialisis en ambos casos. Enseguida se realizaron
determinaciones de proteina, por el método de Bradford, en cada extracto para conocer
la concentracion proteica. La solubilizacion se realiza con solucién salina (5 y 10%).

Se realizé el estudio de fuerza de cuajo, de acuerdo con lo recomendado por
Santos (1982), variando la temperatura entre 30 y 40°C, para el calculo de este
parametro se empleo la formula siguiente: F=(V) (2400)/t donde F= fuerza de cuajo,
v=volumen de leche y t= tiempo de cuajado (seg)

Finalmente se realizaron las pruebas piloto de coagulacion empleando los
mejores extractos obtenidos para la preparaciéon de queso panela de acuerdo con lo
recomendado por Quijano (1985). Se emplearon varias concentraciones de los
extractos para determinar el efecto sobre el proceso de elaboracion.

Resultados Y Discusioén

Recoleccidon de planta y obtencion del fruto.

El proceso de recoleccion de la planta y obtencion de frutos ofrecié resultados de
rendimiento en fruto de 4 al 12 % en relacion al peso de la planta recolectada.

La variacion en los rendimientos obtenidos puede deberse a diferentes factores
como son el tamafio de la planta, la manipulacién de la misma, la madurez del fruto al
momento de la recoleccion e incluso a la ubicacién de la planta. En lugares mas
transitados la planta presenta menos fruto.

Andlisis de pH de extractos del fruto.

En 8 recolecciones realizadas a lo largo del estudio se realizaron las mediciones
del pH de cada lote de frutos obtenidos y previamente macerados. El rango de valores
encontrados en las diferentes determinaciones fue entre 5.2 y 5.8. Lo cual puede
deberse a las diferencias en el grado de maduracion de los frutos.

Los valores de pH encontrados son positivos ya que los valores de pH menores a 6
favorecen el proceso de coagulacion enziméatica en leche (Alais, 1984).

Prueba Cualitativa de Coagulacién.



Los extractos preparados fueron probados en su capacidad de coagular la leche.
En todos los casos se logré observar la formacion clara de coagulos de consistencia
suave (desmoronable) hasta firme (poco desmoronable).
Lo anterior comprueba que los extractos de trompillo pueden coagular la leche.

Anélisis de Proteina.
Posterior a los procesos de semipurificacién de los extractos se obtuvieron los valores
de proteina que se presentan en la figura 1
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Figura 1. Absorbancia y concentracion de proteina del trompillo.

Como se puede observar en la figura anterior el fruto presenta uno de los valores
promedio mas alto respecto de las otras partes de la planta. Esto significa que el fruto
puede contener una mayor cantidad de proteinas funcionales (enzimas) que favorecen
la coagulacion de la leche. Sin embargo, las concentraciones son bajas considerando la
firmeza de los coagulos obtenidos.

Estudio de fuerza de cuajo en extractos.
Los resultados de la fuerza de cuajo en los extractos probados se muestran en el
cuadro 1

Cuadrol. Fuerza de cuajo con extractos suspendidos en diferentes
etapas del proceso de extraccion de la enzima.

Extracto Tiempo de cuajado (Seg.) | Fuerza de cuajo

Fresco sal/ 5% 240 500

Fresco sal/10% 210 774.19
Congelado sal/5% 130 923.07
Congelado sal/10% 130 923.07
Solubilizado sal/5% 270 444.44
Solubilizado sal/10% 240 500

Precipitado sal/5% 180 666.66
Precipitado sal/10% 150 800

En el [Cuajo comercial 120 1000 cuadro




anterior se puede observar que los mejores resultados en fuerza de cuajo se obtienen
en los extractos preparados a partir de fruto congelado, lo cual puede ser indicativo de
que las proteinas presentes son altamente labiles en las condiciones del fruto sin
congelar.

Dichos resultados son bastante cercanos, en tiempo y fuerza, a los que presenta
el cuajo comercial por lo que pudieran representar un alternativa de sustituto del cuajo.

Los extractos solubilizados presentan resultados poco positivos ya que los
tiempos de coagulacion son mas del doble respecto al cuajo comercial, lo que
representa una gran desventaja para ser aplicados a nivel comercial. Ademas la fuerza
de cuajo es de la mitad del comercial lo que implicaria mayores costos de produccion al
tener que utilizar una mayor cantidad del extracto.

Pruebas Piloto de Coagulacion.
Para la realizacion de estas pruebas se emplearon los tres extractos con mejor
comportamiento y cercano al cuajo comercial de acuerdo con los datos del cuadro 1.
Los resultados obtenidos en las caracteristicas de la cuajada (coagulo) y del
gueso se presentan el cuadro 2

Cuadro 2. Caracteristicas de coagulacion y formacion de
gueso con extractos enzimaticos seleccionados.

Cantidad de extracto Resultado de coagulacion
enzimatico usado Cuajada Queso

3 ml Fresco sal/10% Negativa Negativo
25 ml Fresco sal/10% Positiva Negativo
40 ml Fresco sal/10% Positiva Positivo
40 ml Congelado sal/5% Positiva Positivo
40 ml Congelado sal/5% Positiva Positivo
3 ml Cuajo comercial Positiva Positivo

En el cuadro 2 podemos observar que al utilizar la misma cantidad de extracto
gue el cuajo comercial las caracteristicas obtenidas son negativas. En cambio al
emplear 25 ml del extracto fresco se obtiene mejor caracteristica en la cuajada pero no
en el queso. Al emplear concentraciones mayores (20 y 40 ml) de los diferentes
extractos las caracteristicas se mejoran apreciablemente, sin embargo; esas cantidades
son muy altas y no seria conveniente desde el punto de vista economico su empleo.

Las altas cantidades de extracto se pueden explicar como consecuencia de la baja
concentracion enzimatica que puedan presentar los extractos.

Conclusiones

-- Los extractos de la planta tienen efecto coagulante sobre la leche, aun y cuando en
algunos casos la firmeza de la cuajada no sea igual al control (cuajo comercial)

-- El contenido proteico de los extractos es mas alto en la hoja y flor, sin embargo la
mayor fuerza de coagulacion se da en el fruto



-- Los extractos de fruto fresco y congelado tienen mejor actividad
coagulante sobre la leche.

-- La mayor firmeza de la cuajada se logro con los extractos
provenientes de frutos congelados.
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