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Diaz Pineda, F.J. 2013. Efecto de la adicion de Transglutaminasa (probind ch) en los
rendimientos del queso fresco. Tesis Lic. Tecnologia. Alimentaria. Universidad Nacional
de Agricultura. Catacamas Olancho, Honduras, C.A. 54 P&g.

RESUMEN

El trabajo experimental se realiz6 en las instalaciones de la Planta de LA&cteos de la
Universidad Nacional de Agricultura. Se evalud el efecto de la enzima transglutaminasa
(probind ch) que actualmente poco utilizado en la industria lactea hondurefia, con el
propdsito de determinar los mejores rendimientos y caracteristicas sensoriales (firmeza del
queso) en comparacién con los quesos elaborados tradicionalmente sin el uso de esta
enzima. EIl trabajo se elabord con leche entera pasteurizada. Se utilizd un disefio
experimental completamente al azar con arreglo factorial, se estudiaron los factores: de
nivel de enzima 0.2, 0.6 y 1.0 gramos por litro de leche y las temperaturas de inoculacion
de 35, 40 y 45 centigrados. Los resultados obtenidos de las 27 unidades experimentales se
les realiz6 el analisis de varianza (ANAVA) para cada variable respuesta y se sometid
comparacion de medias mediante la prueba de T test LSD Fisher para los factores que
mostraron diferencias significativas. Los tratamientos mostraron diferencias significativas
entre un nivel de enzima a otro para ambas variables respuesta en el caso de la interaccién
temperatura*nivel de enzima, solo presentd significancia para la variable textura sin influir
en el rendimiento. Estadisticamente los mejores rendimientos en los tratamientos se
obtuvieron a un nivel de enzima de 1.0 gr/L, los mejores resultados obtenidos en las
evaluaciones sensoriales fueron para el tratamiento elaborado con un nivel de enzima de 1.0
gramos por litro de leche a temperatura de 35 centigrados esto con base en las pruebas de
medias entre tratamientos. En la sinéresis se observo diferencia entre un nivel de enzima a
otro logrando observar que el uso de la enzima disminuye el porcentaje de sinéresis en los
quesos. La relacion beneficio-costo se vio afectada en gran parte al nivel de enzima
utilizado, de tal manera se podria decir que al usar un nivel mas bajo de enzima este
indicador ira disminuyendo y obteniendo mejores resultados cuando se utiliza la dosis méas
alta de transgluaminasa.

Palabras Claves: Enzimas transglutaminasa, evaluacion sensorial.



I. INTRODUCCION

Los quesos mas comunes son los de tipo suave y fresco. Su método de fabricacion es el
mas simple y requiere de un equipo minimo; sin embargo, su periodo de duracién es muy
reducido (Aguhob et al. sf).

Las estadisticas mostradas por Secretaria de Agricultura y Ganaderia (SAG) en el 2011
indican que la produccion de leche cruda en Honduras es de 1,7 millones de litros diarios lo
que genera unos 2,100 millones de lempiras al afio tomando el costo de litro de 6 a 6,50
lempiras. EIl continuo aumento de la demanda y ventas de los derivados de la leche inducen
a pensar que la variedad de alimentos lacteos es realmente préspero. En este sentido se
requiere el desarrollo y empleo de nuevos productos que mejoren el rendimiento y
caracteristicas sensoriales de los quesos. En la actualidad se utilizan productos como la
transglutaminasa que es una enzima que ayuda a mejorar eficientemente la firmeza,
elasticidad, capacidad de retencién de agua y estabilidad térmica de los sistemas proteinicos
cuando los residuos de glutamina se encuentran en una region flexible y disponible de la
proteina (Gerrard 2002).

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la planta de lacteos de la
Universidad Nacional de Agricultura y se utilizé el disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial. EI experimento consistié en comparar el efecto de la enzima en el
queso fresco, con los quesos elaborados tradicionalmente sin el uso de la enzima. El
propdsito fue evaluar la transglutamisa (probind ch) e identificar los mejores rendimientos
en el queso y la influencia de los niveles de enzima en las caracteristicas sensoriales,

sinéresis y la relacion beneficio costo.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto de la adicion de transglutaminasa (Probind CH) en la produccion de

queso fresco.

2.2 Objetivos Especificos.

Determinar los rendimientos del queso fresco y la mejor combinacion entre la enzima
transglutaminasa (Probind CH) con la temperatura en comparacion a los obtenidos del

queso tradicional sin el uso de la enzima.

Evaluar sensorialmente el sabor del queso fresco elaborado con transglutaminasa (Probind
CH) en comparacién al queso fresco tradicional mediante el método analitico con jueces

semi-entrenados.

Determinar la rentabilidad del queso fresco con el uso de la enzima mediante el indicador

beneficio-costo.



I1l.  REVISION DE LITERATURA.

3.1 Laleche

Segun El Codex Alimentarius (1999) la leche es la secrecion mamaria normal de animales
lechero obtenido mediante uno o mas ordefios sin ningun tipo de adicion o extraccion,
destinado al consumo en forma de leche liquida o a elaboracion posterior. La leche es un
liquido secretado por las glandulas mamarias de las hembras de los mamiferos, este liquido
es de composicion compleja, blanca y opaca, de sabor dulce y reaccién idnica préxima a la
neutralidad (Mahecha 2004).

3.1.1 Composicion y propiedades de la leche

Los principales constituyentes de la leche son: agua, grasa, proteinas, lactosa (azucar de la
leche) y sales minerales. La leche también contiene trazas de otras sustancias tales como
pigmentos, enzimas, vitaminas, fosfolipidos (sustancias con propiedades lipidicas) y gases.

Existen diferencias entre en la composicion de la leche de la distintas especies, la leche de
los rumiantes contiene una elevada concentracién de proteinas y otra de sus peculiaridades
es una gran proporcion de residuos de acidos grasos de cadena corta formando parte de los

triglicéridos (Magarifios 2000).

Cuadro 1. Componentes de la leche

Componente Valor medio (%)
Agua 86.9

Proteina 3.5

Grasa 4.0

Lactosa 4.9




3.1.2 Calidad de la leche

La calidad de la leche, como de cualquier otro producto o insumo se refiere al ajuste del
mismo a las especificaciones establecidas. Conforma tres aspectos bien definidos:
composicion fisico quimica, cualidades organolépticas y microbioldgicas todas estas
establecidas por las normativas legales vigentes (Vargas s.f).

La utilizacion de préacticas de higiene durante el ordefio es un aspecto importante del
sistema de control necesario para producir leche y productos lacteos inocuos e idéneos. Se
ha constatado que no aplicar practicas apropiadas de saneamiento e higiene personal
contribuye a la contaminacion de la leche por microorganismos indeseables como

patdgenos, o por agentes quimicos o fisicos peligrosos (Fernandez 2010).

La manipulacion, el almacenamiento y el transporte adecuado de la leche son también
elementos importantes del sistema de control necesarios para producir leche y productos
lacteos de calidad. Se sabe que el contacto con equipos en condiciones insalubres o con
sustancias extrafias es una causa de contaminacion; es conocido, que la temperatura

indebida incrementa su carga microbiana (Martinez 2010).

Ademas es importante la raza del hato ganadero porque de ella dependera la composicion,
en donde varia la porcion de proteina y grasa que influye en el rendimiento del queso.
También se ha de considerar el alimento y la estacion del afio ya que al alimentar al hato
con alimento seco en épocas de escases incrementa el contenido de grasa y baja la

proporcion de la proteina/grasa con disminucién del rendimiento del queso (Torres 2008).

La temperatura de la leche recién salida de la vaca es de 37 °C, pero debe ser enfriada
rapidamente hasta los 5 °C 0 menos. Debe tener un color blanco crema normal, no tener
pintas de sangre u otro color. El olor debe también ser normal a leche recién ordefiada, que
no tenga olor a agroquimicos ni a antibiéticos. Asi mismo, el sabor debe ser agradable
(Cabrera, s.f.).



3.1.3 Tratamientos de la leche para queseria

Los tratamientos a los que se somete la leche antes de su conversion en queso pueden tener

efectos perjudiciales o beneficiosos.

Los siguientes tratamientos empeoran las actitudes queseras de la leche:

e Almacenamiento prolongado a bajas temperaturas (2/10 °C).
e Tratamientos mecanicos (bombeos, transporte por tuberias, etc.).

e Tratamientos térmicos fuertes ( por encima de 82/85 °C)

Mejoran las actitudes queseras de la leche los siguientes tratamientos:

e Maduracion de la leche con la adicion de cultivos lacticos seleccionados.

e Adicion de cloruro de calcio en pequefias cantidades, lo que favorece el proceso de
coagulacion.

e Bactofugacién de la leche para eliminar esporas formadoras de acido butirico y
bases que perjudican a la calidad de los quesos acabados

e La clarificacion que se hace para retirar las particulas de basura mejorando la
higiene en el queso.

e Lahomogenizacién de la leche debido a la mayor retencion de humedad, lipolisis de

la grasa, blanqueo del queso y recuperacion de la proteina (Madrid 1999).

Se atribuye a la pasteurizacion de la leche para quesos de provocar la desaparicion de
aromas Yy sabores caracteristicos de los mismos por otro lado con la pasteurizacién ademas
de destruir bacterias perjudiciales para la salud del consumidor también se destruyen
bacterias y encimas que podrian perjudicar la calidad final del queso (Centro de

adiestramiento lechero s.f.).



3.2 Historia del queso

El queso es uno de los alimentos mas antiguos que se conocen. Existen testimonios de su
existencia ya en el afio 2000 A.C. Existe una leyenda que dice que fue descubierto por un
mercader &rabe, quien mientras realizaba un largo viaje a través del desierto, puso leche en
una bolsa hecha con el estdmago de un cordero. Cuando fue a consumirla vio que estaba
coagulada y fermentada (debido al fermento del cuajo del estbmago del cordero y a las altas
temperaturas del desierto). Otros sefialan que ya se consumia en la prehistoria aunque esto

no es facilmente comprobable (Vazquez 2005).

3.2.1 Elqueso

Es el producto fresco o maduro, solido o semisélido, obtenido por separacion del suero
después de la coagulacion de la leche natural, de la desnatada total o parcialmente, de la
nata, del suero de mantequilla o de una mezcla de todos o de algunos de estos productos,
por la accion del cuajo u otros coagulantes apropiados, con o sin hidrolisis previa de la

lactosa (Chamorro s. f.).

3.2.2  Valor nutricional del queso

El queso contiene de forma concentrada la mayoria de los nutrientes de la leche, a
excepcion de la lactosa esto se debe en gran parte a la perdida de agua que como se ha visto
se produce durante la elaboracion del queso. El contenido de minerales en el queso es
mayor que en la leche, destacando la cantidad de calcio que en quesos maduros puede ser
alrededor de 10 veces mayor (Gil 2010).

El contenido nutrimental de los quesos varia de acuerdo al tipo de queso asi como de la
tecnologia utilizada. En el caso de las proteinas su contenido puede variar entre 8 y 40%.
En todos los casos las proteinas son catalogadas como de alta calidad por su elevado

contenido de amino&cidos indispensables. Los quesos en general tienen una alta
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concentracion de calcio que se eleva conforme aumenta su tiempo de maduracion, pues la
pérdida de agua por eliminacion del suero o por maduracién provoca la concentracion de
los demas nutrimentos. Al aumentar el contenido graso del queso se incrementa el
contenido de vitaminas liposolubles (A, D, E y K), mientras que disminuye el de vitaminas
hidrosolubles. Ademas, los quesos en cuyo proceso el suero se elimina tienen un menor

contenido de lactosa ya que ésta es soluble en agua. (Maza s.f).

3.2.3 Constituyentes del queso

De los constituyentes del queso, dado su valor nutricional, los mas importantes son la

proteina, el calcio, las vitaminas y las grasas.

3.2.3.1 Proteinas.

Los quesos contienen del 10 al 30 % de proteina, dependiendo del método de manufactura
(quesos duros o blandos), dando al queso textura y sabor. La digestibilidad de la proteina
del queso es de 95 %, muy parecida a la del huevo o algunos productos carnicos. La
cantidad de aminodacidos esenciales en el queso, dan a este producto un alto valor biolégico,

siendo particularmente importante en el desarrollo de los nifios (Madrid y Gomariz 2006).

3.2.3.2 Vitaminas.

El contenido de vitaminas A, D, E, depende directamente del contenido de grasa en el
producto (de 0 % en los quesos descremados a 70 % en los quesos enriquecidos con
crema). El contenido de vitaminas del Complejo B y vitamina C, varian considerablemente
de acuerdo al tipo de queso. Esto resulta de dos factores opuestos: la pérdida durante la
elaboracion y su enriquecimiento durante el proceso de maduracion (Garcia 2006).



3.2.3.3 Grasas

El queso mantiene toda la grasa de la leche, ahora bien esa grasa sufre una serie de
modificaciones en el proceso de maduracion, las cuales le dan el aroma y sabor

caracteristico a cada queso (Madrid y Gomariz, 2006).

3.2.3.4 Energia

El contenido de energia de los diferentes quesos varia de 100 a 350 kcal/100 g., segun el
queso sea fresco o madurado. La mayoria de la energia esta dada por el contenido de grasa.
También las proteinas y carbohidratos proveen energia (Programa Universitario de
Alimentos 2005).

3.2.4 Queso fresco

Segun Paniagua (2008) el queso freso es el producto sin madurar, obtenido por separacion
del suero después de la coagulacion de la leche cruda o reconstituida, pasteurizada, entera
0 parcialmente descremada, 0 una mezcla de algunos de estos productos, y se elabora
mediante la aplicacién de los siguientes tratamientos: Se obtiene por coagulacién de la
leche pasteurizada, integral o parcialmente descremada, constituido esencialmente por
caseina de la leche en forma de gel mas o menos deshidratado, que retiene un porcentaje de
la materia de grasa, segun el caso, un poco de lactosa en forma de acido lactico y una

fraccion variable de sustancias minerales.

3.3 Enzimas

Una enzima es una proteina que cataliza las reacciones bioquimicas del metabolismo. Las
enzimas actuan sobre las moléculas conocidas como sustratos y permiten el desarrollo de

los diversos procesos celulares. Es importante destacar que las enzimas no modifican el
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balance energético ni el equilibrio de aquellas reacciones en las que intervienen: su funcion
se limita a ayudar a acelerar el proceso. Esto quiere decir que la reaccién bajo el control de
una enzima alcanza su equilibrio de manera mucho mas rapida que una reaccion no
catalizada (Devlin 2004).

3.3.1 Enzima transglutaminasa.

La transglutaminasa cataliza la reaccién de acil-transferencia entre el grupo y-carboxiamida
de un péptido y aminas primarias incluyendo el grupo e-amino de residuos de lisina. En
ausencia de aminas primarias, el agua puede actuar como un acil aceptor, conllevando a la
desamidacion de los residuos de glutamina bajo la formacién de acido glutamico y amonia.
La formacidn de este tipo de entrecruzamiento no reduce la calidad nutricional del alimento

mientras los residuos de lisina permanezcan disponibles para la digestion (Gerrard 2002).

ENTRECRUZAMIENTO  C3lentamiento severo/ o
MAILLARD ansgicraminne Q/\/\ /ll\/\:

H
N H + ENTRECRUZAMIENTO GLUTAMIL-LISINA
3 (enlace isopeptidico)
Calentamiento JO
N. H 2 severo +Oxigeno S
glutamina /‘
ENLACE DISULFURO
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ENTRECRUZAMIENTOS
DITIROSINA

Figura 1. Reacciones de entrecruzamiento que pueden suceder durante el procesamiento
del alimento

En el cuerpo humano, la transglutaminasa dependiente de calcio y mejor conocida como
Factor XIII, esta involucrada en la coagulacion de la sangre y entrecruzamiento de fibrina.
La produccion de transglutaminasa para alimentos se volvio comercialmente relevante en
1989, después del descubrimiento de la produccion de transglutaminasa extracelular de la

especie Streptoverticillium mobaraense independiente de calcio, llamada transglutaminasa
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microbiana (mTGasa). Esta transglutaminasa no requiere la presencia de Calcio (Ca**) para
su expresion de actividad. Su actividad esta incrementada en 10 veces de forma lineal entre
los 5y los 50 °C, con un rapido decrecimiento a temperaturas por arriba de 60 °C hasta el
punto de inactivacion de la enzima a 70 °C. El pH 6ptimo para la transglutaminasa esta en
el rango de 5 a 8 (Corredig 2009).

La transglutaminasa es una enzima que adopta una profunda hendidura en un borde con
forma de disco, donde un residuo de cisteina (cys64, sitio activo) esta localizado. Su punto
isoeléctrico es de 8.9 y es estable a la presion hidrostatica sin que su centro activo se
desnaturalice. Una variedad de metales pesados como lo son el Cobre (Cu®"), Zinc (Zn*") y
Plomo (Pb®*), reaccionan con el grupo tiol libre del residuo de cisteina del sitio catalitico de

la transglutaminasa, inhibiendo la reaccion (Jaros et al. 2009).

Segun Gerrard (2002) la enzima ayuda a mejorar eficientemente la firmeza, elasticidad,
capacidad de retencién de agua y estabilidad térmica de los sistemas proteinicos cuando los
residuos de glutamina se encuentran en una region flexible y disponible de la proteina.
Para el caso especifico de la leche cruda obtenida de bovino, cabra, oveja y humano, existe
un inhibidor de transglutaminasa sensible a la temperatura, con un peso molecular de 200 a
250 Dalton. Al parecer el residuo de cisteina del sitio activo de la enzima esta involucrado
en el mecanismo de inhibicién. Sin embargo, la desnaturalizacion de las proteinas por
calentamiento previo incrementan su reactividad, asi como las modificaciones quimicas por

el rompimiento de enlaces disulfuro, o por la absorcion en una interface aceite en agua.

3.3.2 Interaccion de caseina en presencia de transglutaminasa

Las micelas nativas de caseina son asociaciones coloidales con estructura determinada por
débiles interacciones entre proteinas e interacciones ionicas entre los residuos de serina
fosforilados de las caseinas y las nano-aglomeraciones de fosfato de calcio. La habilidad
de las micelas para mantener la integridad de su estructura bajo condiciones desfavorables

es mejorada significativamente como resultado del entrecruzamiento inducido por
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transglutaminasa. Cuando toda la caseina micelar se ha entrecruzado, las micelas se
vuelven completamente estables contra la ruptura y comienzan a comportarse como micro y

nanoparticulas de gel (Corredig 2009).

La incubacién con transglutaminasa no cambia el tamafio micelar de la caseina si esta se
encuentra en leche no concentrada, en la figura 2 se indica que el entrecruzamiento es
intramicelar y no intermicelar (Jaros et al. 2009). Sin embargo Corredig (2009) dice que
cuando la leche concentrada es incubada con transglutaminasa, puede ocurrir gelacion,
suponiendo entonces gque cuando la distancia entre micelas de caseina es suficientemente

pequefia, puede llevarse a cabo entrecruzamiento intermicelar.

Enlace covalente intramolecular

mTGasa

50°C

bt T3

A e 2 *
Estabilidad coloidal de caseinas no concentradas Concentracion baja de caseinas entrecruzadas

Figura 2. Entrecruzamiento intramicelar en leche no concentrada

Para el caso de las caseinas, el entrecruzamiento sucede mas rapido en caseinato de sodio,
el cual tiene un orden de magnitud menor que las micelas de caseina nativa y una
accesibilidad mayor por su elevada area superficial. A una temperatura entre 30 y 40
centigrados, y 5.5-6.5 de pH, el orden de entrecruzamiento en caseinas es k-caseina > [3-

caseina > as-caseina (Jaros et al. 2009).

Para Bonisch et al. (2008) el incremento en la fuerza del gel puede apreciarse utilizando
maés de 5 unidades de transglutaminasa por gramo de proteina, pero si se utilizan cantidades
muy altas de transglutaminasa se reduce la firmeza. Finalmente la capacidad de retencion
de agua disminuye al adicionar Cloruro de Calcio (CaCly), asi como también disminuye la
separacién de suero y se incrementa la fuerza del gel durante el almacenaje, al igual que al

incrementar la concentracion de sélidos.
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3.4 Evaluacion sensorial del queso.

El queso es uno de los alimentos que junto con el vino estd mas difundido en las tradiciones
gastrondmicas mundiales y como tal ha sido objeto de numerosos estudios tanto técnicos
como heddnicos y nutricionales. En la evaluacion de los quesos un aspecto importante, a
veces dificil separar de la textura propiamente dicha es el aspecto general, en el que cabe
apreciar la forma, tamafio y color de la pieza entera del queso y el aspecto de la superficie
externa que suelen ser caracteristicas de cada tipo. Naturalmente esta es una fase previa a

la degustacion (Sancho 1999).

Las condiciones para el desarrollo y aplicacion de las diferentes pruebas sensoriales, son los
jueces, los cuales deben ser seleccionados y entrenados, ademas es necesario proporcionar
las condiciones locativas bésicas, para la sala catacion o cabinas, para el sitio de

preparaciones de la muestra (Hernandez 2005).

3.4.1 Evaluacion sensorial de la textura.

Segun Galvan (2007) En el método de evaluacion de la textura, deben considerarse las

siguientes fases de degustacion:

e Mirar la muestra; Tocarla, Morderla y Reducirla al estado de bolo alimenticio antes

de tragarla.

Para evaluar la textura de los quesos, en la practica se hace referencia a varios tipos de

caracteristicas:

e De superficie: visuales (cristales, ojos, aberturas y grietas) y tactiles (rugosidad y

humedad en mano).
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e Mecanicas (elasticidad, firmeza, friabilidad y adherencia) geométricas (micro

estructura)

e Otras: solubilidad e impresion de humedad en la boca.

Segun Aguilar et al. (1999) la apariencia, textura, el color, el olor y el sabor de los quesos
no madurados, deberdn ser los caracteristicos para el tipo de queso que corresponda

deberan estar libres de los defectos indicados a continuacion:

e Defectos del sabor: Fermentado, rancio, agrio, quemado, o cualquier otro sabor
anormal o extrafio.

o Defectos en el olor: Fermentado, amoniacal, fétido, rancio, mohoso, o cualquier olor
anormal o extrafio.

e Defectos en el color: Anormal; no uniforme, manchado o moteado, provocado por
crecimiento de mohos 0 microorganismos que no correspondan a las caracteristicas
del queso de que se trate.

e Defectos en la textura: No propia o con cristales grandes de lactosa con consistencia
ligosa acompafiada de olor desagradable

e Defectos en la apariencia No propia, con cristales grandes de lactosa, sucia o con

desarrollo de mohos u otros hongos.

3.5 Analisis beneficio-costo.

El costo es la cantidad desembolsada para comprar o producir un bien. El calculo del costo
en una compra es inmediato: consiste en el costo del bien més los costos financieros de la
compra (cuando se compra a plazos). Estos costos se pueden dividir en costos fijos y
costos variables (De Anda 2007).

Los costos variables son aquellos que varian, en su monto total, proporcién directa a los
cambios de actividad, un ejemplo son los materiales directos. Estos costos del material
13



usado durante un periodo variaran, en total, en proporcién directa al nimero de unidades
producidas. Mas sin embargo, los costos fijos se permanecen constantes en su magnitud
independientemente en el cambio en los niveles de actividad. Consecuentemente, cuando
el nivel de la actividad varia, el costo variable también lo hace, en cambio el costo fijo se

mantiene constante (Cuevas 2001).

Los beneficios son la diferencia monetaria entre los costos de produccion y marketing de
los bienes y servicios y los precios percibidos por la venta de dichos bienes y servicios.
Los beneficios son una de las caracteristicas esenciales de la compra venta en un sistema
econémico (De Anda 2007).

Anaélisis coste/beneficio es el planteamiento tedrico aplicado a toda evaluacion sistematica
cuantitativa de un proyecto publico o privado, para determinar si éste es oportuno desde
una perspectiva publica o social y en qué medida. EIl analisis coste/beneficio se diferencia
de un mero analisis financiero por el hecho de que tiene en cuenta todas las ganancias y
pérdidas con independencia del sujeto al que corresponden. Los resultados pueden
expresarse de diversas formas, entre las que destacan la tasa interna de rendimiento, el valor

actual neto y la relacion beneficio/coste (Vignetti 2003).
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IV. MATERIALESY METODOS

4.1 Ubicacion del estudio.

La investigacion se realizo en la planta de productos lacteos ubicada en la Universidad
Nacional de Agricultura; localizada en el municipio de Catacamas a 83°53 longitud oeste y
14°51 latitudes en el departamento de Olancho, a 215 km de Tegucigalpa, sobre la carretera

que conduce al municipio Dulce nombre de Culmi.

4.2 Materiales y equipo

Materiales y/o insumos utilizados fueron:

Insumos: Leche fresca de vaca, sal yodada (NaCl), enzima transglutaminasa (probind ch),

Coagulante liquido (CHY Max Extra), Galletas de soda, agua purificada.

Reactivo para acidez titulable: hidroxido de sodio (NaOH) al 0.1 Normal, fenolftaleina 1 %.

Equipos utilizados:

Probeta 500 ml (PIREX), tubos de ensayo 10 ml (PIREX), pipeta 1 ml (PIREX), beaker 10
ml y 1000 ml (PIREX), balanza Granataria (OHAUS), mantas de hilo, cuchillos
inoxidables, recipientes plasticos de 10 litros, moldes de tubos PVC 4 pulg, termémetro de
mercurio cubierto de plastico, vasos y platos desechables, hojas de evaluacion y palillos de

madera.

4.3 Manejo del Experimento:



El experimento consistié en evaluar la enzima Transglutaminasa una enzima que adhiere
proteinas séricas a la caseina. Todas las unidades experimentales fueron sometidas a las
mismas condiciones de elaboracion para impedir la variabilidad en los resultados obtenidos
y con ello lograr una mejor precision en el experimento. Las unidades experimentales
fueron realizadas en tres series en las cuales se elaboraron primero nueve unidades a las que
se les determind el rendimientos y también se evalud sensorialmente, este proceso se

efectud en cada una de las tres series.

Recoleccion de la materia prima: Se recolectd la leche de vaca proveniente de los
corrales de la Universidad Nacional de Agricultura, esta leche fue transportada en yogos de
acero inoxidable de 50 litros y se recibié en la Planta de Lacteos en donde se le realizaron

pruebas rapidas de calidad.

Pruebas de Acidez: Se tomd una muestra de 10 ml de leche, se le agregd 3 gotas del
indicador acido-base (Fenolftaleina al 1%) y se agitdé constantemente mientras se adiciona
gota a gota el reactivo (hidroxido de sodio al 0.1% de normal) hasta que cambi6 de blanco a
rosa tenua. La acidez se determind a partir de los mililitros de hidroxidos consumidos

(Norma Tecnica Colombiana 2001).

Filtrado: Para eliminar todo material ajeno a la leche que se recolectd en los corrales se
filtr6 con mantas de hilo de color blanco y se deposit6 cinco litros de leche en cada uno de
los recipientes divididos (pailas de plastico) previamente lavados y desinfectados para la

elaboracion del experimento.

Pasteurizacion: Se realizd una pasteurizacion lenta a una temperatura de 63°C por un
periodo de 30 minutos, la leche fue colocada en tinas de aluminio y luego se traslado a la
estufa de gas donde se llevo a cabo este proceso, seguidamente se bajo la temperatura de la

leche de acuerdo a cada tratamiento a evaluar.
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Adicion de la Enzima Transglutaminasa: Se afiadio la enzima la cual previamente fue
diluida en 10 ml de agua. Después se le agregd a cada una de las muestras de leche, la
cantidad que llevé cada uno de los tratamientos y se dejo reposar por un periodo de 20
minutos en el cual se monitored que se tuviera una temperatura constante segun el tipo de

tratamiento que se evalud (ver anexo 6).

Coagulacién: Se agregd 0.5 ml de coagulante a 10 litros de leche, el coagulante fue
previamente diluido en 10 ml de agua, se adiciono a la leche y se mezcl6 para conseguir

una coagulacion uniforme (ver anexo 7).

Desuerado y salado: Se cortd la cuajada en pequefias divisiones y de agito por cinco min,
se realiz6 un desuerado parcial y se adicion6 sal (efectuada en todos los quesos con el fin
de regular el desarrollo microbiano y ayudar a las caracteristicas sensoriales). Cada prueba

fue llevada al cuarto frio de mantenimiento en sus respetivos moldes.

Empaque y almacenamiento: Los quesos se retiraron de los moldes y se pesaron uno a
uno los nueve tratamientos esto con el fin de evaluar cuél de los tratamientos se obtuvo un
rendimiento mas alto en comparacién a un testigo que se elabor6 en las mismas
condiciones. Las muestras se empacaron en bolsas plasticas y se almacenaron en el cuarto

frio de mantenimiento de la planta de proceso.

Evaluacion Sensorial: Las muestras fueron sometidas a evaluaciones sensoriales a través
de prueba discriminativa de valoraciones utilizandose una escala de uno a nueve puntos,
con 30 jueces semientrenados con el fin de identificar las diferencias que existan entre los
distintos tratamientos y otro y fueron evaluadas por los distintos jueces. El ambiente del
laboratorio de analisis sensorial, presentd una iluminacion constante y uniforme; libre de

olores extrafios y de ruidos, en condiciones adecuadas de temperatura y humedad para que

17



los catadores pudieran sentirse comodos y de esta manera obtener resultados més
confiables.

Determinacion del rendimiento: Se pesé el producto final obtenido del proceso de cinco
litros de leche por cada tratamiento. Se calculd el peso total del producto segun cada
tratamiento, se efectu6 el mismo dia de la produccion después de 30 minutos
posteriormente al salado. EI rendimiento se expresd en porcentaje (peso/volumen) en

relacién de kilogramos de queso producido por litro de leche el cual se calculé mediante la

siguiente formula: porcentaje de rendimiento (Voﬁ‘ifl;‘;gzalle E’EZ)@)) % 100.

Determinacion de sinéresis: Se dejaron reposando los quesos en un recipiente por un
periodo de 24 horas para observar la cantidad de suero que fue eliminado por cada

tratamiento el cual fue medido para poder determinar la sinéresis la cual se calcul6 con la

siguiente formula: porcentaje de sinéresis (S“e”’ Liberado (9”) + 100 (Zambrano 2010).

masa queso (gr)

Analisis beneficio-costo: Se realiz6 este analisis para observar la viabilidad en la
utilizacion de la enzima transglutaminasa en mejoramiento de los rendimientos del queso y
observar si es rentable el uso de esta en quesos fresco. Este analisis se llevé a cabo con los

siguientes pasos que continuacion se detallan:

e Se calcularon los costos incurridos en la elaboracion del queso calculando el precio
de cada uno de los insumos incurridos en la elaboracion (leche, enzima, cuajo etc).

e Se determinaron los beneficios obtenidos, estos se obtuvieron sondeando en la zona
el precio del queso fresco.

e Por ultimo se colocaron las cifras de los beneficios y costos totales en forma de una

relacién en donde los beneficios fueron el numerador y los costos el denominador.
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Comparar la relacion beneficio-costo tanto del queso con la enzima como el queso
tradicional el cual se determind con la siguiente formula: relacion beneficio-

( Beneficio obtenido

costo \ Costos de produccién

). El resultado de esta division indicé que por cada lempira

invertido en el producto al final el queso devolvio X cantidad de lempiras en ganancias.
4.4 Descripcion de los factores de estudio.

Se estudiaron dos factores la cantidad de enzima y la temperatura de coagulacion de la

leche, los niveles que se utilizaron en cada factor fueron los siguientes:

Cantidad de Enzima
A;= 0.2 gramos de enzima por cada litro de leche.
A= 0.6 gramos de enzima por cada litro de leche.
As=1 gramos de enzima por cada litro de leche.

Temperatura de Coagulacién
B;=35°C
B,=40 °C
Bs=45°C

Cuadro 2. Combinaciones de los factores y sus niveles

Factor A Factor B
B B, Bs
A; A1 B; A; B; A1 B3
A, A; B; A; B, Az Bs
As A3 B; Az B, Az B3
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Al realizar las combinaciones entre los factores porcentaje de la enzima y el factor
temperatura de coagulacion se obtuvieron como resultado nueve tratamientos, los cuales se

describen a continuacion:

Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Descripcion
Ty 0.2 gr. de enzima por cada litro de leche a 35 °C
T, 0.2 gr. de enzima por cada litro de leche a 40 °C
T3 0.2 gr. de enzima por cada litro de leche a 45 °C
T, 0.6 gr. de enzima por cada litro de leche a 35 °C
Ts 0.6 gr. de enzima por cada litro de leche a 40 °C
Te 0.6 gr. de enzima por cada litro de leche a 45 °C
T, 1 gr. de enzima por cada litro de leche a 35 °C
Ts 1 gr. de enzima por cada litro de leche a 40 °C
T 1 gr. de enzima por cada litro de leche a 45 °C

4.5 Disefio experimental

En el estudio a realizar se utiliz6 un modelo completamente al azar con un arreglo bi-
factorial, se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento para asi tener un total de 27
unidades experimentales a evaluar los resultados obtenidos en el estudio fueron analizados

mediante el programa InfoStat en su version 2013.

4.5.1 Modelo Matematico

Yij= W + Ci + Dj + C*D; + Eij
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Donde:

Yij= i-ésimo efecto de la enzima, j-ésimo efecto de la temperatura y sus repeticiones sobre
el rendimiento y la aceptacion del queso.

K= Media general de todos los tratamientos y sus repeticiones.

Ci= i-ésimo efecto de la enzima en el rendimiento y aceptacion del queso.

D;= j-ésimo efecto de la temperatura en el rendimiento y aceptacion del queso.

Ci*Dj= efecto de la interaccion de la enzima y la temperatura en el rendimiento y
aceptacion del queso.

Eij= Termino de error independiente. -

Variable respuesta: Rendimiento del queso y la aceptacion (sabor y textura).

Factor de estudio: Cantidad de enzima y la temperatura de coagulacion.

Variables a evaluar

Cantidad de enzima: Se evalu6 la cantidad de la enzima para determinar con qué cantidad

se obtiene un mayor rendimiento.

Temperatura: Fue evaluada para determinar si esta influyé en la eficiencia de la enzima 'y
con ello saber si se obtendra un mayor rendimiento y mejores caracteristicas sensoriales en

el queso fresco.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo investigativo se realizo en las fechas comprendidas de cuatro de julio al 12 de
noviembre del presente. Se realizaron pruebas preliminares para disminuir el error y
adaptar el experimento al proceso. La elaboracion de queso se realizd con muestras de 5
litros de leche por cada unidad experimental, adicionando 45 gramos de sal (NaCl) y la

dosis de enzima se utilizd segun el tratamientos.

5.1 Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos de los factores de estudio (temperatura y cantidad de enzima) para
las variables (rendimiento y caracteristicas sensoriales) se detallan a continuacion mediante
analisis estadisticos de: ANAVA y t test LSD Fisher para la comparacion de medias de los

factores significativos.

5.1.1 Rendimiento

El andlisis de varianza ANAVA (Anexo 3) para la variable rendimiento presenta un
R?=0.72; es decir que los factores tomados en cuenta explican el 72% del experimento y el
otro 28% esta explicado por otros factores que no se tomaron en cuenta en este modelo,
como ser composicién de la leche, practicas en la elaboracion entre otras. Se obtuvo un
coeficiente de variacion de 5.16 lo que quiere decir que los datos obtenidos en el

experimento estan dentro del rango de confiabilidad admisible.



El factor temperatura y la interaccion temperatura*enzima; estadisticamente no presentan
significancia (P<0.05), lo que nos dice que el factor temperatura no tiene ningun efecto
sobre la respuesta rendimiento. EI factor enzima presentd una alta significancia para p-
valor (P<0.05) de tal manera, la variable respuesta esta influenciada altamente por el factor

enzima.

En la figura 3 se observan los mejores rendimientos a temperaturas de 35 °C y 40 °C con
los nivel de enzima de 1.0 gramos de enzima por litro de leche. EIl menor rendimiento que
se encontrd en el estudio se obtuvo con un nivel de enzima de 0.2 gramos de enzima por
litro de leche a una temperatura de 45 °C. Algunos autores Steffolani 2012 y Huang et al.
2008 observaron que el uso de enzimas no oxidativas que incorporan entrecruzamientos
entre las proteinas de los alimentos, tales como la transglutaminasa, causaban efectos
positivos sobre la calidad de los productos, al contrario que ellos los rendimientos
obtenidos se ven afectados favorablemente, contrario a los obtenido por Steffolani 2012

que a mayor dosis de enzima el rendimiento en su estudio disminuyo significativamente.

Rendimiento
25 -
g2 -
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35°C 40 °C 45°C
Temperatura

Figura 3. Rendimiento de los nueve tratamientos.

En la figura 4 se muestran los rendimientos obtenidos en base de las tres niveles de enzima

utilizados 0.2, 0.6 y 1.0 gramos de enzima por cada litros de leche, indicando que a mayor
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cantidad de enzima utilizada mayor serd el rendimiento obtenido y viceversa a menor

cantidad de enzima utilizado menor sera el rendimiento que se va a obtener.

Rendimientos

26
24
22
20
18

% de rendimiento

0.2 gr/L 0.6 gr/iL 1.0 gr/L
Cantidad de enzima

Figura 4. T test LSD Fisher para variable rendimiento con la dosis de enzima.

5.1.2 Evaluaciones sensoriales.

Los resultados de los andlisis sensoriales obtenidos se realizaron considerando las

siguientes caracteristicas organolépticas de los quesos: intensidad de textura.

En el ANAVA (Anexo 3) realizado para la intensidad de textura muestra un R?=0.93; es
decir que los factores tomados en la variable textura explican en un 93% el estudio
realizado y solamente un 7% de los datos no explican la variable textura con los datos
obtenidos. También se obtuvo un coeficiente de variacion de 9.9 lo que explica que los

datos no estan dispersos y que estan dentro del rango de admisible de confiabilidad.

Los factores cantidad de enzima y temperatura al igual que su interaccién (cantidad de
enzima*temperatura), tuvieron un alto nivel de significancia para (P<0.05), de manera que

la intensidad de textura esta fuertemente ligada a estos factores de estudio.
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La figura 5 presenta nueve tratamientos de tres diferentes cantidades de enzimas sometidas
a evaluaciones sensoriales con jueces semientrenados. Segun los resultados obtenidos por
los jueces calificaron que al tratamiento con cantidad de enzima de 1.0 gramos por litro a
una temperatura de 35 °C como el queso que mejor textura tiene con una media igual a
6.57. Los analisis elaborados por Caballero et al 2006 y Basmas et al. 2002 coinciden en
que al aumentar la dosis de transglutaminasa también se aumenta la firmeza en los
alimentos, es decir que la textura se ve favorablemente en el aumento de la dosis de

transglutaminasa.

Textura
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35°C 40 °C 45 °C
Temperatura

Figura 5. Intensidad de textura segun los jueces en los nueve tratamientos.

En la figura 6 se presenta una comparacion de medias de la variable intensidad de textura
para las temperaturas 35, 40 y 45 °C, indicando que la mayor parte de los jueces calificaron
que los quesos mas firmes se obtienen utilizando una temperatura de 45 °C y por otra parte

los quesos mas blandos a temperatura de 35 °C.
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Figura 6. T test LSD Fisher para la variable textura con relacion a la temperatura.

La figura 7 se comparan las medias de las cantidades de enzima (0.2, 0.6 y 1.0 gr/L), en la
intensidad de textura percibida por los catadores, observando que los jueces calificaron que
a una mayor cantidad de enzima utilizada se encuentran los quesos con mayor grado de
firmeza y por otro parte que a menor cantidad de enzima utilizada estdn los quesos con

menor grado de firmeza.

Textura

Nivel de firmeza
o N ESN (o)} (o]
l

0.2 gr/lL 0.6 gr/L 1.0 gr/L
Cantidad de enzima

Figura 7. T test LSD Fisher para la variable textura con relacién a la cantidad de enzima.
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5.2 Sinéresis

La sinéresis se ve influenciada directamente al nivel de enzima que se utilice, de tal manera
que al usar una mayor dosis de enzima (1.0 gramos por litro de leche), la sinéresis en la
cuajada va disminuyendo es decir que el porcentaje de sinéresis disminuye de un 44% a un
24%, es decir que a medida se disminuye la dosis de enzima la sinéresis aumenta y
viceversa a medida aumentamos la dosis de enzima la sinéresis va disminuyendo

gradualmente.

Figura 8. Comparacion de Sinéresis de las cantidades de enzima.

5.3 Relacion costo-beneficio.

Al realizar los estudios de rendimiento y textura dio como resultado que la temperatura y la
dosis optima de enzima, obtuvieron altas medias interactuando a temperatura de 35 °C y
una dosis de 1.0 gramos por litro de leche usada. EIl andlisis de costos (Anexo 4) se
muestra los costos de produccién del queso fresco y sus posibles ingresos generados en este
rubro tomando como base los precios de la leche de plantas cercanas y los precios del queso
que se comercializa en el mercado. La cual dice que por cada lempira invertido en el

producto el resultado de esta inversion dard como resultado 1.59 lempiras de beneficio
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VI. CONCLUSIONES

Los tratamientos mostraron diferencia entre las distintas dosis de enzima utilizadas tanto
para la variable rendimiento como para la variable textura, es decir que la dosis de

transglutaminasa es influyente tanto para el rendimiento como para la textura

La temperatura no presentd significancia para la variable rendimiento, de tal manera que
este no se ve afectado estadisticamente en las diferentes temperaturas utilizadas (35, 40 y
45 °C). Sin embargo la temperatura que resultdé altamente significativa en la variable
textura fue de 45 °C, es decir que a mayor temperatura se obtendra una mejor firmeza en

los quesos.

Los mejores rendimientos y las mejores texturas se obtuvieron con la interaccion
temperatura de 35 °C y una dosis de 1.0 gramos de enzima por cada litro de leche
utilizado. La sinéresis se vio afectada directamente al cambio de cantidad de enzima ya que

al aumentar la dosis de enzima la sinéresis disminuye.

El tratamiento en donde se obtuvo una mejor relacion costo-beneficio es en la interaccion
de la temperatura de 35 °C y 1.0 gramos de enzima por litro de leche, obteniendo el
resultado que por cada lempira invertido el producto este mismo devolvera 1.59 lempiras de

beneficio para el fabricante.



VIil. RECOMENDACIONES

Evaluar el poder de la enzima antes de comenzar el proceso de elaboracion de queso, para
tener confiabilidad en los datos a obtener.

Realizar analisis fisico-quimicos y nutricionales a la leche para disminuir las desviaciones
en los resultados a obtener en las variables de estudio: rendimiento y la intensidad de

textura.

Evaluar la enzima transglutaminasa (probind ch) a escala de industria si se quiere obtener
un calculo real de los beneficios que presenta. Ya que a escala de laboratorio los datos no

pueden dar todo su potencial.

Trabajar con una dosis de transglutaminasa de 1.0 gramos por litro de leche, ya que al
utilizar esta dosis se obtienen mejores rendimientos en los quesos y también se obtiene una

mejor textura.
Evaluar en el uso de la enzima transglutaminasa probind ch utilizando diferentes cuajos
para observar el comportamiento de la enzima con diferentes sustancias coagulantes.

Trabajar con leche fresca, no mastiticas y libre de resido de antibidtico, porque

directamente influyen en el buen funcionamiento de la enzima utilizados en el estudio.
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ANEXOS



Anexo 1. Flujograma de proceso

Recepcion de Leche

Prueba de acidez y pH

l

Ajuste de la
temperatura de la
leche segin
tratamiento

filtrado

—y

Adicion de la enzima

|

Dosis segun el
tratamiento.

Cuajado

Corte de cuajada de 1
al.5cm

|

Corte de cuajada

|

Agitacion

De 10 a 15 min

|

Desuerado

|

De 9 a 8 g/ It de leche

Salado de la cuajada

|

moldeado

|

Empacado

Bolsas de polietileno

Almacenamiento

de 5 Ibs
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Anexo 2. Ficha de Evaluacion del queso fresco

UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

FICHA DE EVALUACION DE TEXTURA

Instrucciones: Frente a usted tiene 9 muestras codificadas de queso, las cuales debe probar
una a la vez y evaluarlas de acuerdo al grado de intensidad de textura y sabor de la muestra.

Enjuéaguese la boca y pruebe la siguiente muestra utilizando el mismo procedimiento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| | | | | | | | | | |
! | | | | | | | | | |
Extremadamente muy ligeramente moderadamente muy firme Extremadamente
blando blando blando firme firme

Caodigo de la Muestra

Intensidad de textura

De las muestras anteriores cual le gusto més a usted:

Comentarios

GRACIAS POR SU COLABORACION
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Anexo 3. Inoculacion de la enzima.

Anexo 4. Empaque del producto.
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Anexo 5. Preparacion de muestras para el analisis sensorial.

Anexo 6. Andlisis sensorial con jueces semi-entrenados.
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Anexo 7. ANAVA para las variables Rendimientos y Textura

Analisis de la varianza

Rendimiento
Variable N R? R2 Aj Ccv
Rendimiento 27 0.72 0.6 5.16
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 63.16 8 7.9 5.88 0.0009
Temperatura 3.29 2 1.64 1.23 0.317
Enzima 59.41 2 29.7 22.13 <0.0001
Temperatura*Enzima | 0.46 4 0.12 0.09 0.9857
Error 24.16 18 1.34
Total 87.32 26
Textura
Variable N R? R2 Aj Cv
Textura 27 0.93 0.89 9.9
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 48.68 8 6.09 28.62 <0.0001
Temperatura 4.02 2 2.01 9.45 0.0016
Enzima 40.06 2 20.03 94.21 <0.0001
Temperatura*Enzima 4.6 4 1.15 5.41 0.0048
Error 3.83 18 0.21
Total 52,51 26
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Anexo 8. Andalisis de costo-beneficio

Precio de la
.. | presentacion
Materia Prima Presenta_cmn requerida | Cantidad Costo
requerida (en total
lempiras)

Leche entera Litros 12 5 60
Costo de Materia Prima (Lempiras) 60
Aditivos

Sal lodada gr 0.01 50 0.35
Cuajo (Chy Max M) mi 0.57 0.25 0.14
Enzima (Transglutaminasa) gr 1.01 5 5.05
Costo de los Aditivos (Lempiras) | 5.54 \
Material de Empaque

Bolsa de 1/2 libras Unidad \ 0.29 5 | 1.47 \
Costo de material de empaque (Lempiras) | 1.47 \
\ Total costos variables (Lempiras) | 67.01 \
Total de producto (segin medias en libras) 2.67
Precio del producto (Lempiras) 40
Ingreso esperado (Lempiras) 108.19
Margen de contribucién (Lempiras) 39.78
Costo real por libra (Lempiras) 25.10
Margen de contribucién por libra (Lempiras) 14.90
Relacion Costo-Beneficio (Lempiras) 1.59
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Norma técnica colombiana
Anexo 9. Norma Técnica Colombiana para medicion de acidez titulable en leches.

NORMA TECNICA NTC
COLOMBIANA 4978
2001-09-26

LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS.
DETERMINACION DE LA ACIDEZ TITULABLE
(METODO DE REFERENCIA)

N

ICONTEC

E MILK AND MILK PRODUCTS. DETERMINATION OF
TITRATABLE ACIDITY (REFERENCE METHOD).

CORRESPONDENCIA:

DESCRIPTORES: leche; producto lacteo; acidez.

1.C.5.: 67.100.01

Editada por el Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion (ICONTEC)
Apartado 14237 Bogota, DC. - Tel 6078888 - Fax 2221435

Prohibida su reproduccion Editada 2001-10-16



Anexo 10. Ficha tecnica de la enzima transglutaminasa (probind ch).

=D

I NG R EDI ENT S

Intemacional imp. Exp. Trading BD, SL.

o Les Semes, 22

17244 Casss de la Selva (Girona)

Tel, +34972460476 Fax +34972460444
‘e-matinfo@bdfingrodients.com

Fecha: 08/10

ALMACENAJE:

Mantener en sitio fresco y seco. Unavezablertossacomqauurtodod
contenido de la bolsa. En caso de no usar toda la bolsa, se aconseja
mantener la bolsa sin oxigeno y guardarla a temperatura inferior a 5°C.

FECHA DE CADUCIDAD:
12 meses desde la fecha de produccion.

ormativo y no tienen
abilidad en el sentido

re basados sobre esta
informacion. Ademas, esta lnformaclén no constituye eI permlso de infringir derechos de
licencias y patentes.

I N G R E D ] = T =
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Anexo 11. Ficha técnica del cuajo chy max.
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