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L. INTRODUCCION



I.1.- LA LECHE

La leche tradicionalmente ha sido el alimento mas completo que en forma natural
puede obtener el hombre.

Se define como una secrecidn lactea practicamente libre de caldstro segregado por
las hembras de los mamiferos a través de las gléndulas mamarias tras el nacimiento,
cuya funcién natural es la de ser el alimento mas importante en la dieta de los
mamiferos jévenss (lactantes y nifos pequenos), cuando el desarrolio es rapido y no
pueds ser sustituido por otros alimentos.

Es un liquido de composicidn compieja, blanco y opaco, de sabor dulce y de pH
cercano a la neutralidad. Es una mezcla de sustancias definidas: lactosa, gliceridos de
4cidos grasos, casefna, albumina y minerales, ademas de otras sustancias que estan
presentes en menor concentracion.

La importancia de la leche se basa en su allo valor nutritivo, ya que sus
componentes se encuentran en forma y proporcion adecuada, de tal manera que la
leche representa el alimento més balanceado, es la principal fuente de: proteinas,
calcio, fésforo, riboftavina, vitamina A, D y agua. (1)

1.2~ LACTOSA

La lactosa (4-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa), es el (nico azlcar libre que
existe en Ia leche, 8s el componente mas abundante, el mas simple y el mas constante
en proporcién. La leche humana contiene 65 g/l, 0 sea mas de la mitad del extracto
seco y la de vaca 48-50 g/l. (1, 13)

Este disacérido estd compuesto por una molécula de B- galaciosa y una molécula de
a 08 glucosa Gnidos por un enlace glucasidico B-(1-4). (13) Figura 1.

La lactosa es sintetizada dinicamente por las células de la glandula mamaria a través
de la reaccidn de glucosa con el compuesto uridina difosfato galactosa.

Una de las proteinas que se encuentran en la leche, la « -lacto-albtimina es la que se
requiere para la sintesis de la lactosa. Esta proteina aparentemente no actia en toda la
reaccldn, pero se sabe que es especffica en la accidn de la enzima
galactosil-transferasa modificando la enzima para que en presencia de a-lacto-albimina
y glucosa se lleve a cabo la sintesis de lactosa. (17) Figura 2.
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FIGURA 2
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1.3.- INTOLERANCIA A LA LACTOSA

La leche no es facilmente digerida por nifios, adultos y algunos grupaos étnicas que
padscen de intolerancia a la lactosa, debido fundamentalmente a que carecen de las
cantidades suficientes o presentan la ausencia de lactasa intestinal, originando con esto
una digestién incomplata de lactosa cuando se consume leche ¢ productos lacteos, lo
que trae como consecuencia la aparicién de sintomas y molestias gastrointsstinales
como son: diarrea, flatulencia, vomito y dolorss abdominales. (8,28,36)

Intolerancia a la lactosa: sintomas que ocurren después de la ingestion de leche o ds
productos lacteos que contienen lactosa.(28, 36). Los tipos de deficiencia de
B-galactosidasa somn:

1) Ausencia congénita de lactasa en la mucosa intestinal: es un desorden
extremadamente raro, el cual debe hacerse obvio durante las primeras semanas de
vida. (29, 36)

2) Deficigncia primaria de lactasa {Hipolactasia): consiste en que la actividad de la
lactasa no estd completamente ausents, pero tiene una actividad residual baja en la
mucosa intestinal de nifos y adultos. (29, 36)

La frecuencia de deficiencia primaria de lactasa en adultos es de un 50-79%. (28)

3) Mala absorcién de lactosa: es la hidrélisis incompleta de la lactosa, resultado de la
ausencia o deficiencia de 8- galactosidasa. (13, 28, 36)

4) Deficiencia secundaria de lactasa: ocurre como consecuencia de muchas
enfermedades, especialmente cuando hay un dafic en la funcién fisiolégica de la
mucosa del intestino delgado. En esta Gltima situacion, la actividad de la
B-galactosidasa estd deprimida, mas que las otras actividades enzimaticas. (29, 36)

La mayaria de los mamiferos producen leche que contiens lactosa con excepcion de
los leones marinos (Pacific Basin pinnepeds, 18) por lo que los pequerios que estan
siendo amamantados presentan cantidades fisiolgicamente adecuadas de
B-galactosidasa en la mucosa intestinal, pero la concentracién de esta enzima se
raduce significativamente despues de! perfodo de lactancia. (36)



Una gran proporcién de la poblacién mundial presenta hipolactasia con evidencia de
mala absorcién de lactosa e intolerancia a la misma. Los grupos culturales que
tradicionalmente han sido ganaderos y por lo tanto generalmente consumidores de
leche, presentan una incidencia baja de intolerancia a la lactosa. La poblacién que
compone el resto del mundo, por el contrario, presenta una alta incldencia de
intolerancia a fa lactosa. (36)

La mayoria de la poblacién originaria dsl norte de Europa, que ha estado
consumiendo leche durante varios miles de arios, tiene una baja incidencia de
intolerancia a la lactosa. Una situacidn similar ocurre en poblaciones que
tradicionalmente son consumidoras de leche en Nigeria. Las poblaciones ds Africa, sur
de Europa, e! Cercano Oriente, India y el Lejano Oriente, desarrollan intolerancia a la
lactosa durante la nifiez tardia y la vida adulta. (13, 17, 27, 36) Figura 3.

Se ha considerado la posibilidad de gue la intolerancia a la lactosa pudiera inducirse
mediante €| dafio producido a la mucosa intestinal en enfermedades gastrointestinales
o mala nutricién. La deficiencia secundaria de lactasa es un fendmeno reconocido
ampliamente en gastroenteritis aguda. En aquellas poblaciones en las cuales estos
problemas son frecuentes, es posible que la explicacién de la aparicién temprana de la
intolerancia a fa lactosa pudiera ser la existencia de deficiencia secundaria de lactasa.
(19)

Debido a que el pericdo ds la lactancia en los humanos no ha sido claramente
definido, la aparicién de mala absorcién de lactosa puede ocurrir entre las edades de 3
y 7 anos. {7, 37)

Aparsntemente, aunque se tomara solamente pequefiss cantidades de leche (200
ml) durante un cierto periodo de tiempo, el sistema digestivo puede desarrollar la
capacidad de producir 8-galactosidasa intestinal necesaria para poder ingerir la leche
en mayores cantidades (1 It) sin efectos adversos. (38)

El porciento minimo de hidrélisis para la produccion de una leche baja en lactosa es
de un 70-80% por lo que las personas que padecen de deficiencia do B-galactosidasa
se benefician ya que reduce los sintomas de intolerancia a ta leche. (12, 15)
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1.4.- B-GALACTOSIDASA

La industria utiliza enzimas comerciales para la manufactura o el procesamiento de
una gran nimero de alimentos y medicinas, las ventajas de su uso son las siguientes:
a) son de origen natural y por lo tanto no son toxicas.

b) son muy especificas en su modo de accién, por lo que efectiian reacciones que de
otra manera serfan dificiles.

¢) funcionan en condiciones moderadas de temperatura y pH por lo que no requieren
condiciones drésticas que pueden alterar la naturaleza del alimento o medicina.

d) actlian a bajas concentraciones.
e)son faciimente inactivadas después de haber alcanzado el cambio deseado. (4)

Las enzimas mas comunmente empleadas en la industria alimentaria pertenecen a las
carbohidrasas; las principales son: amilasas, celulasas, disacarasas y pectinasas. (4)

La B-galactosidasa pertenece a las disacarasas.

La lactasa o B-galactosidasa (3-D-galactésido- galactohidrolasa, E.C.3.2.1.23),
cataliza la hidrdlisis del enlace B-D-galactdsido y a-L-arabindsido. Figura 4.

Algunas de las fuentes de B-galactosidasa son: (5,10,32)
- Vegetales (jitomate, semillas de alfalfa, papaya, cuaguayote "Pilaus mexicapus" 32}

- Qrganos animales.

— Bacterias (E._cgli y S, lactis)

~ Levaduras (K, lactis y S. fragilis)
- Hongos (A niger y A, oryzae)

Las propiedades de la enzima dependen de su fuente de origen.

El peso molecular mas alto es el de la B-galactosidasa de E, coli que es de 520,000 a
850,000 daltones, mientras que para las enzimas de S. fragilis y A._oryzea sus pesos
meleculares son de 200,000 a 90,000 daltones respectivaments. (25)

La temperatura y €] pH &ptimo difieren también de la fuente. Por ejemplo, la
B-galactosidasa fungal tiene un pH dptimo en el limite acido 2.5-4.5, mientras que las
enzimas provenientes de bacterias y levaduras lo tienen en la regién neutra 6.5-7.5 y
6.7 respectivamente, esta propiedad hace que se tengan condiciones diferentes para ia
aplicacién de cada B-galactosidasa. (15, 25)

La inhibicion por producto (especiaimente inhibicidn por galactosa) es otra
propiedad que dependa también de la fuente de la B-galactosidasa.
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El sitio activo de la molécula ds B-galactosidasa se encuentra caracterizado por un
grupo sulthidrilo (-SH) que actia como &cido para protonar el dtomo de oxigeno
glicosidico y el grupo imidazo! de la histidina en la posicién det C-1. En la remocién del
grupo galactosil, el anion sulfhidrilo (87) actia generalmente como una base para
extraer un protén del agua auxiliando en el ataque del OH en la pasicién del C-1. (33)
Figura 5.

1.5.- ENZIMAS PROTEOLITICAS: HEMISFERICINA

Las proteasas son apliamente utilizadas en la industria alimentaria en una gran
diversidad de productos. Estas enzimas hidrolizan las proteinas en forma ordenada ya
que la mayoria tiene cierta especificidad para un determinado enlace peptidico.(4)

La hemlsfencma es una proteasa polimdriica que se obtiene del jugo de! fruto de

. planta perteneciente a la famila de las bromeliaceas

vulgarmente conocida como: timbiriche, pifiuela; crece en forma silvestre en las
regiones subtropicales de México. (9)

Tiene formas moleculares multiples con puntos isosléctricos de pH 4-85. La
actividad de esta enzima al igual que la mexicalna y papaina depende de la presencia
de un grupo sulfhidrilo tibre. (9)

1.6.- COAGULACION DE LA LECHE: QUESO

Las enzimas proteoliticas de origen vegetal, tienen la propiedad de coagular la
caseina de la leche caracteristica que les permite ser utilizadas en la fabricacién de
quesos. (32, 35, 40)

A causa de ia escasez de cuajo extraldo del estdmago de los terneros, se han
precognizado diferentes praductos de sustitucién entre los que se encuentran: pepsina,
cuajos vagetales y microbianos, pero debe indicarse que ninguna de estas enzima, a
parte de su poder coagulante tienen propiedades idénticas al cuajo: actividad
proteolitica, sensibilidad &l calcio, etc.(1,4)

10



FIGURAR 5

MECANISMO DE HIDROLISIS DE
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Por mucho tiempo se ha dicho que las enzimas protealfiticas en general no eran
capaces de producir queso con un buen rendimiento y sabor, ya que la protedlisis era
la causante de esto, sin embargo Yeh (40) obtuvo un queso tipo frasco a partir de una
enzima protedlitica, la chayaina (de! latex de Cnidoscolus chayarnansa), para lo cual
manejo concentracionss muy bajas de enzima para evitar esto y mantener la
propiedades coagulantes de la misma.

La utilizacién de la hemisfericina en la elaboracién de queso tipo fresco es con el
objeto de complementar y no de sustituir al cuajo ya que este es Insuficiente para la
produccién de quesos en el mundo. (18, 40)

Dado que aproximadamente el 70% de la poblacidn mundial (entre nifios y adultos)
presentan deficiencia de B-galactosidasa intestinal, es importante la produccién de
leche con bajo contenido de lactosa, ya que esta suministra més sustancias
alimenticias (grasa, proteina, sales minerales, vitaminas) que cualquier otro alimento y la
leche que se vende comercialmente "libre” de lactosa no contiene, debido a qus es una
mezcla de componentes (caseina, albumina, soya, maltodextrinas) que tratan de igualar
ala leche. (13, 29)

12
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I OBJETIVOS

1.- Obtener una leche parciaimente deslactosada por hidrolisis enzimética de la
lactosa.

2.- Determinar la concentracion de 8-galactosidasa para producir entre un 70-80% de
hidrélisis de la lactosa.

3.- Obtener a partir de la concentracién de B-galactosidasa ya dsterminada, lecha
deslactosada utilizando diferentes leches (flufdas y en polvo).

4.- Preparar un queso tipo "fresco" a partir de la enzima proteinasa de origen vegetal
hemisfericina, utilizando leche deslactosada.

5.- Comparar el quesc "fresco" obtenido con lsche deslactosada con un queso
"fresco” comercial.

14



III. MATERIALES Y METODOS
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1il. MATERIALES

1. Equipo:

Balanza analitica (Sartorius 2442}

Estufa para humedad (Precision GCA Corp.)

Mufia (Lindberg 51848)

Aparate Kjeldah! (Labconco 64366)

Potenciémetro (Corning pH meter 125)
Espectrofétomatro (Shimadzu Double Beam UV-210A)
Colorimetro (Spectronic 20 Baush and Lomb)

Barfio a temperatura controlada (Grant Instrument SE 15)
Material de vidrio de laboratorio

{I1.2.- Materlas primas:

Leches en polve y fiuidas, enteras y descremadas de (varias marcas).
B-galactosidasa Maxilact 2000 (sélida) y 5000 (liquida) (Quimiogan)
Fruto timbiriche Bromelia hemisphaerica (CEPROBI-IPN)

H1.3.- Reactivos:

Metilamina (Sigma)

TNBS.- 2,4,6 trinitrobencensulfénico (Sigma)
PTA .- Acido fosfotungstico (Merck)

ATC .- Acido tricloroacétcio (Merck)
Caseina Hammersten (Merck)

Reactivos de grado analitico.

16
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11.4.- METODOS

11.4.1.- DETERMINACION DE LACTOSA (METODC DE NICKERSON)

Es un método muy sensible para determinar el incremento de glucosa y galactosa y
la disminucién de lactosa después de la hidrdlisis snzimética o acida.

CURVA TIPO DE LACTOSA -

A una serie de tubos se agregd la solucidn de lactosa (13150 ug/mi) en alicuotas que
van de 0.01 a 0.1 ml y se llevaron a 5 ml con &cido benzoico a 1% y se lay6 la
absorbancia a 540 nm.

La curva tipo se muestra en (a Figura 7.
DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

1.- A 5 ml de leche adicionar 1 mi de acetato de zinc-acido fosfotingstico (ZAPT),
después de 10 minutas filtrar.

2.- Al fitrado adicionarle 1 m! de NaOH 1 N y filtrar.

3.- A 5 mi de! filtrado anterior adicionarle:
5.0 m | de buffer Glicina-NaOH, pH 12.8
0.5 m | de metilamina 5%.

0.5 m | de sulfito de sodio 1 %

y mezclar perfectamente.

2.- Calsntar en un bafio de agua a 65°C durante 25 minutos para que se lleve a cabo la
reaccion colorimétrica, inmediatamente enfriar en un bafio de agua frfa por 2 min.

3.- Leer absorbancia a 540 nm, ajustando el aparato con agua dastilada. Las lecturas
se interpolan en la curva tipo de lactosa.

18



(=3 8

FIGURA 7
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FIGURA 8

OBTENCION DE LECHE DESLACTOSADA.
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f11.4.2.- UNIDADES DE COAGULACION (METODO DE BERRIDGE-FOLTMANN)
(40)

La determinacion de las unidades de coagulacién se basa en medir el tiempo que
tarda la enzima en empezar a coagular 1a leche (formacidn de una capa de grumos).
Esta técnica es empleada a nivel industrial para medir la fuerza coagulante de las
enzimas para la produccion de quesos.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

1.- Disolver 12 g de leche descremada en polvo en 100 ml de una solucién de CaClz
0.01M. E! pH de esta solucion esta en el orden de 6.2-6.3.

2.- Se toman 9 ml del sustrato se Is afiade 1 ml de solucion enzimatica (dilufda de modo
que el tiempo de coagulacién este entre 4 y 10 minutos). Los tubos de ensayo se
mantienen oscilando o rotando sumergidos en un bafio Marfa a 30°C.

3.- Se toma el tiempo desde el mornento de la adicién de la enzima, hasta la aparicion
de pequerios grumos en la paredss del tubo de ensayo.

4.- Cada determinacién se realiza por triplicado, tomandose como tiempo do
coagulacién el valor medio.

CALCULOS.~

a=__k
q(ke-T)

donde: a= actividad por gr o ml expresado en unidades Berridge
d= dilucién utilizada parala enzima
tc= tiempo de coagulacién en segundos
Ky T= constantes de calibracion de! lote de leche a utilizar

- DETERMINACION DE LA CONSTANTE T:

Se prepara una solucién madre de 1g de cuajo en polvo en 100 ml de agua destilada
y apartir de ella se preparan diluciones de: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 40 ml a 50 m!
con agua destilada (6 diluciones tales que cubran el limite entre 4 y 10 minutos de
tiernpo de coagulacidn).

21



Se le determina el valor de tc a cada dilucién segin el procedimiento descrito
anteriormente para el sustrato que se desea calibrar (leche). Se traza la gréfica y se
determina la regresién entre tc y el inverso de la concentracién de enzima {tc como
ordenada). Figuras 8 y 10.

El término independiente de la ecuacién de regresion obtenido, serd el valor de T
para el sustrato que se calibra (usualmente oscila entre 0 y 30 seg.)

-~ DETERMINACION DE LA CONSTANTE K:
El valor de la constante K, en teoria y segiin 1a definicion de la Unidad Berridge, es
igual a (100-T).

22
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ACTIVIDAD COAGULANTE (CUAJO)
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FIBURA 10
AGTIVIDAD COAGULANTE (HEMISFERICNA)
METODO DE BERRIDGE-FOLTMANN
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FIGURA 11

ELABORACION DE QUESO TIPO "FRESCO”
A PARTIR DE LECHE DESLACTOSADA
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111.4.3.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTELITICA
(METODO DE KUNITZ, MODIFICADO POR ORTEGA Y DEL CASTILLO)
(18, 23)

Esta técnica consiste en dejar actuar una cantidad de enzima sobre casena en
regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6.

CURVA TIPO DE TIROSINA.-

A una serie de tubos se agregé la solucién de tirosina (500 umoles/iitro) en alicuotas
que van de 0 a3 ml y se llevaron a 3 m! con una mezcla de regulador de fosfatos 0.05
M, pH 7.6 y dcido tricloroacético (ATC) al 5% en proporcion 2.3 y se leyd la
absorbancia a 280 nm.

La curva tipo se muestra en la Figura 12.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

1.0 g de caseina en regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6 se desnaturalizé en un
bafio con agua en ebullicién durante 20 min. A continuacién se enfrié y aforé a 190 ml
con el regulador antes mencionado quedando al 1%

En un bafio a 35°C, se colocan tubos de ensayo conteniendo 1.9 ml de solucidn de
caseina al 1% y 0.1 ml de solucién enzimatica y se deja actuar el tiempo establecido
(entre 10 y 60 minutos).

Para suspender fa hidrélisis se agregan 3 ml de acido tricloroacético al 5% (ATC).

El tubo testigo se precipita primero con ATC y luego se le afiade la solucidn
enzimatica.

Los tubos se filtran o centrifugan a 2000 rpm durante 20 minutos, en el sobrenadante
se encuentran aminodcidos libres y péptidos producto de la hidréisis enzimética,

Los tubos se leyeron a 280 nm, ajustando el aparato con una solucién de 2.0 m! de
regulador de fosfatos 0.05 M, pH 7.6 y 3.0 mi de ATC al 5%.

CALCULOS.-

La actividad proteolitica se expresé en unidades de tirosina: microgramos (ug) de tirosina
liberados por hora, por ml de extracto. Haclendo uso de la curva tipo y con la diferencia de
absorbancias entre el problema y el testigo se obtuvieron los ug de tirosina liberadlos.

La tirosina se utiliza como tipo para determinar fas unidades a nivel internacional.
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FIGURA 12
CURVA TIPC DE TIROSINA
METCDO DE KUNITZ
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1I1.4.4.- CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS LIBRES SOLUBLES
{METODO DE JARRET)
(14)

Este método se basa en fa estimacién de aminoacidos libres en queso mediante la
extraccién con &cido fosfotdngstico (PTA)/4cido sulfirico y se determinan con acido
2,4,6 trinitrobencensulfénico.

CURVA TiPO DE TIROSINA.-

10 ml de la solucién de tirosina de conceniracién conocida se homaogeneizaron con 50
mil de citrato de sodio (2%), de ahf se tomd una alicuota de 5 ml y se le afiadié 3.5 ml de
Acido sulfirico 3.85 M y 1.5 ml de &cido fosfotungstico 33.3%. A continuacién se filtré y se
tomd una alicuota de 3 ml la cual se neutralizd con NaOH 0.6 M hasta un volumen de 20 mi.

Se tomé nuevamente otra alicuota de 0.2 ml (por triplicado) y se aford a un volumen
de 1 ml con agua destilada, posteriormente se afiadid 1 ml de bicarbonato de sodio al
4%, pH 8.5 y 1 ml de 2,4,6 trinitrobencensulfénico al 0.1%, esta reaccién se de|é que
evoluciona a una temperatura de 37°C durante 2 horas.

Al finalizar este lapso se afiadié 1.5 ml ds HCI0.33 M, y se procediS a leer a 340 nm.

La curva tipo se muestra en la Figura 13.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

Se tomé una muestra de 10 g de queso y se homogensizaron con 50 ml de citrato
de sodio al 2%, se filtra y se desecha la grasa.

Se tornan 5 mi del fitrado, a continuacion se le adiciond 3.5 ml de écido sulfirico
3.85 M y 1.5 ml de 4cido fosfotungstico al 33.3%, se deja reposar a 10°C toda la noche
para precipitar la proteina.

Al final de este periodo se fitro y del sobrenadante se tomé una alicuota de 3 ml los
cuales se neutralizaron con NaOH 0.6 M hasta un volumen de 20 m!, seguidamente se
tomd 0.2 mt y se aford a 1 ml con agua destilada, seguidamente se le afadié 1 ml de
bicarbonato de sodio al 4%, pH 8.5 y 1 m! de 2,4,6 trinitrobencensulfénico 0.1%.

Se dej6 reaccionar durante 2 hr.a una temperatura de 37°C.

Al finalizar este lapso de tiempo se adiciond 1.5 m! de HCi 0,33M vy se procedié a leer
a340 nm.

Las lecturas se interpolan en la curva tipo de tirosina.
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FIGURA 13
CURVA TIPO DE TIROSINA
METODQ DE JARRET -~
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18.4.5.- DETERMINACION DE HUMEDAD (METODO DE LA TERMOBALANZA)
]
La humedad es tomada como la pérdida de peso al secado, usando un instrumento

de humedad, el cual emplea una balanza de torsién sensible para pesar la musstra y
una ldmpara infrarroja para secar.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

1.- Soltar el sujetador del plato para muestra, revisdndolo para asegurarse de que el
plato corre libremente sobre su soporte finamente punteado y que este limpio y seco.

2.- Ajustar al 0y 100%.

3.- Determinar 5 g de la muestra pesada en la misma balanza y distribuirla
cuidadosamente en el platillo.

4.- Con la fuente de potencia debidamente ajustada, bajar la tapa de la balanza. La
muestra comenzara a perder humedad y la manecilla se movera hacia arriba. Después
de pasado un tiempo de 10 a 20 min. deberd tomarse la lectura, y si ésta permanecs
estable durante 2 min. se registrard como porcentaje total de humedad.
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111.4.6.- DETERMINAC!ON DE CENIZAS (METODO DEL. A.0.A.C.)
(2)

Las temperaturas (550°C) destruyen la materia organica para dejar Unicamente las
sales minerales contenidas en el alimento.

DESARROLLO EXPERIMENTAL..

1.- Poner a peso constante el crisol, colocandolo en la mufla a 550°C durante media
hora.

2.- Secar el criso! y dejarlo enfriar en un desecador.

3.- Pesar el crisol vacio en una balanza analitica, agregar aproximadamente 1 g de
muestra y valver a pesar.

.- Incinerar la muestra con un mechero, evitando que se incendie.

5.- Una vez que la muestra esté totalmente incinerada (cuando deje de salir el humo),
pasar el crisol a la mufia y dejar durante una hora y media a 550°C.

6.- Transcurrido este tiempo, sacar el crisol con las pinzas, dejar enfriar dentro del
desecador y pesar.
CALCULOCS.-

% Cenizas = (Peso crisol cenizas - Peso crisol vacio)
Gramos de muestra

x100
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11L.4.7.- DETERMINACION DE PROTEINAS (METODO DE KJELDAHL)
2

La materia orgénica es digerida para pasar el nitrdgeno a un compuesto inestable el
cual en medio alcalino se descompone fiberando amocniaco que es recibido en
solucién de &cido bdrico y titulado en acido clorhidrico.

DESARROLLO EXPERIMENTAL.~

1.- Pesar de 0.5 a 1 g de muestra seca y llevarlo a un matraz Kjeldahl de 800 ml
previamente limpio y seco.

2.- Agregar 5.24 g de mezcla de sulfato de sodio-dxido mercirico en una relacién de
15-0.7 g respectivamente.

3.- Agregar perlas de vidrio y 12.5 ml de acido sulfrico concentrado.
4.- Llevar a ebullicion, primeramente a calor lento y después de 30 min. a calor alto.
5.- Una vez adoptado un color amarillo transparenta apagar el aparato y dejar enfriar.

8.- Una vez frio, agregar 300 ml de agua destilada; agregar granalla de zinc y 85 mi dg
NaOH al 40%, sulfato de sodio al 4%, mezclada en una relacién de 60-25 ml
respectivameante,

7.- Recibir el destilado en 200 ml de acido bérico al 4% y adicionar 4 gotas del indicador
Wasselow, terminando la destilacion hasta obtener un volumen de 400 m!.

8.- Tituiar con HCI1 0.1 N.

CALCULOS:

% Nitrogeno = (0.014) (N HC}) {m! HCI gastados)
peso de la musestra (g) x 100

% Proteina = % Nitrdgeno x 6.38

donde: 0.014 = meq. de nitrogeno
6.38 = factor para productos lacteos
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111.4.8.- DETERMINACION DE GRASA EN QUESO (METODO DE GERBER)
(29

Se basa en la digestion parcial de los compuestos de la leche, excepto la grasa en
&cido sulfdrico. Emplea alcahol isoamilico para ayudar a romper la emulsion de 1a leche
y evitar que se quema la capa de grasa. E! alcoho! reacciona con el acido sulflrico
formando un éster que es completamente soluble en el &cido,

DESARROLLO EXPERIMENTAL.-

1.- Pesar diractamente en el tubo fijado en el tapdn del butirémetro 3 g +0.001 g de
muestra.

2.- Meter el tapén con la muestra de queso dentro del butirémetro.

3.- Por la abertura superior, agregar al butiréometro 15 mi de acido sulflrico {densidad
1.530) de tal manera que recubra a todo el queso.

4.- Tapar la abertura y ponerlo en bafic Maria a 65°C por 30 min. agitdndolo
cuidadosamente 2 o 3 veces durante ese lapso para disolver todas las padiculas de
queso.

5.- Agregar 1 ml de alcohol isoamilico y agitar.

6.- Terminar de llenar el butirdometro con Acido sulfirico hasta que el volumen llegue a
aproximadamente tres cuartas partes de la columna graduada.

7.- Tapar la abertura superior y volver a meterlo a bafio Maria por 5 min.
8.- Mezclarlo antes de centrifugar a 1200 r.p.m durante 5 min.
9.- Volver a meter el butirdmetro al bafio Maria y dejarlo alli por 10 min.

10.- Hacer la lectura llevando la base de la columna de grasa exactamente al cero, por
medio de presidn con el tapon,
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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Los resultados obtenidos de 1a hidrdlisis de lactosa se describen a continuacion:

En el cuadro | se presenta la actividad enzimética de B-galactosidasa Maxilat 2000 en
funcién de la concentracion y se observa un incremento al aumento de este, esto se llevé a
cabo para corroborar cual era a actividad que trafa el primer lote de enzima (sdlido).

En funcién de esto se decidid trabajar con la actividad de 750 ug/m! de
B-galactosidasa, 6 hr de hidrdlisis en regulador de fosfatos pH 7.0 0.05 M a diferentes
temperaturas las cuales se muestran en el cuadro 1l

Como se ve la temperatura de 45°C fué la que mejores resultados dio con leche
Sveltes, el porciento de hidrdlisis oscild entre 70-80% valor mas que suficiente para que
sea congumida por un intolerante congénito o de deficiencia primaria de acuerdo con
los resuitados obtenidos por Holsinger (12} y Kosikowski (15), los cuales trabajando
con intolerantes a la lactosa observaron que con el porciento de hidrélisis antes
mencionado las personas que padecen intolerancia no tuvieron trastornos digestivos.

Sin embargo en los resultados anteriores se trabajo en presencia de un regulador de
fosfatos, pero esto no es lo que sucede en la forma practica por lo que en el cuadro Il
se presentan los valores obtenidos de 3 lechas en polvo las cuales se encontraban en
agua ajustada a pH 7.0. Comparando con la actividad realizada en presencia de
regulador se nota que no hay variacion en usar una u otra solucién.

Tratando de hacerlo a nivel industrial se decidié disolver la ieche en polvo en agua potable.
En los cuadros IV y V se presentan los resultados de la hidrdlisis de lactosa a 45°C, no
habiendo ninguna diferencia con respecto a las soluciones anteriormente wtilizadas.

Habiéndose encontrado las condiciones 6ptimas de hidrdlisis de lactosa (entre
70-80%) se presentd una incognita: dcomo detener la reaccién?, para este fin se
utilizaron 2 formas de inactivacion enzimatica:

1.- Calentamiento a ebullicién por 3 minutos.

2.- Refrigeracién a 10°C

Al término de las 6 hr de hidrdlisis se inactivaron por los 2 métodos y se dejaron en
reposo durante 18 fir,

Los resultados de estas inactivaciones se muestran en el cuadro IV y V en donde se
observa que para este lote de enzima es suficiente con que se meta la leche en
refrigeracién.

Creemos que 18 hr fué un tiempo determinado pero puede ser menor, incluso

inmediatamente después de 1a reaccion de hidrolisis se puede bajar la temperatura de
45°C a 10°C.
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CUADRO I

ACCION DE LA B-GALACTOSIDASA M-2000
SOBRE LACTOSA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION

CONCENTRA CION ug LACTOSA _ o
Cug/mMl)d Mg ENZIMA T hidrolisis
2358 3284 ag.@
see §153 56.0
?50@ 7698 ag.a
1888 6417 70.a
Temperatura = 35°%C
¢8> = Lactosa 9.86 M

Reguladaor de fosfatos B.O% M, pH 7.0

E = J~Galaotosidasa, K. lactis ¢(solida)

U.L. = Mg lactosa gonsunida/My enzima en un tiempo
VYolumen muestra = 58 wml
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cuaDRO II

ACCION DE LA B-GALACTOSIDASA M-2000
SOBRE LECHE™ EN FUNCION DE LA TEMPERATURA

CE> = 758 ugsMl, regulador de fosfatos pH 7.0

TEMP. TIEMPO DE ug ]
<°cy REACCION lactosa hidrolisis
1 HR 4424 46.5
35 3 HR 6265 66.0
6 HR 6691 70.3
1l HR 4223 44.4
44 3 HR 5422 57.0
& HR 60832 63.5
1 HR 3442 37.-6
45 3 HR 5065 55.3
6 HR 6589 72.8

C(E) = iGalactosidasa, H.lactis {(solida)d
# = leche desoremada en polvo (Sveltes)

Volumen de muestra = §58 wml
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CUARDRO IIIX
HIDROLISIS DE LECHE

45°%C, <E> = 758 ug/ml.

TSULADOR DE FOSFATES 7.8
TIEMFPO
bE L0E SvELES” 100 NuTRIeaL” L5OE WD ZEANY
RERCCION
ug lactosa | % hidrolisis | ug lactosa | # hidrolisis | ug lactosa | % hideolisis
1 HR 3442 38.0 2693 31.0 3020 34.3
3 HR s8al 9.3 4@51 46 .1 4242 a8.2
6 HR €589 72.8 6312 72.0@ 6226 71.0
ok 7.8
TIEMPO lﬂ
DE UDE UL 15088 WTRiCal” LECHE M IR
REACCION
ug lactosa I « hidrolisis | vy lacion | % hidrolisis | ug lactosa l # hidrolisis
1 HR 2245 28.8 17@6 24.1 3188 37.8
3 HR 3?45 418 .08 3232 46 .9

Ja211 61 .2
6 HR 5862 73.1

S523e 4.0 6919 81.2

E)= }Galactosidasa,

K.lactis <solida)
“* =

leche descremada en polvo

Ualumen de muestra = 58 Ml
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CUADRO 1V

INACTIVACION ENZIMATICA

45 C, C(E) = 758 ugs/ml, 6 HR HIDROLISIS

+
TIEMPO DE REPOSO
LECHE 18 HR 18 HR
3 MIN & EN FRIO <18°C>
uy lactosa | % hidrolists [ ug lactosa | 2 hidrolisis
SUELTES" | 4679 508.4 4679 50.4
NUTRICAL'| 5655 88.0 5727 1.9
UEUA" 6293 74.0 6375 75.8
A

(E) = f-~Galactosidasa, X.lactis (solidad

+ =despues de la hidrolisis.
# =leche en polvo descremada.
Volumen de muestra = 280 ml
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CUADRO V

INACTIVACION ENZIMATICA

45°, ¢E> = 75@ ug/ml, 6 HR HIDROLISIS.
+
TIEMPO DE REPOSO
18 HR 18 HR
LECHE 3 MIN 3 EN FRIO ¢1@°C>
vy lactosa | % hidrolisis | uy lactosa | % hideolisis
ALPURA® | 6672 73.9 6610 73.2
2o
BOREAL * | 5729 63.3 6424 63.2
LaLA ' | 6@3n 77.@ 65180 78.0
ALPURA ' | 6238 85.3 6340 B6.7
CAMPINA'| 730@8 72.0@ 7448 7.2
UNION * 7178 ?9.5 .7189 8.7
MILECHE ' 4967 66.0Q 4679 67.8

CE) = }-Galactosidasa, K.laotis (solida)
+ = despues de la hidrolisis.

# = leche UHT

$ = lecghe pasteurizada

# = leche concentrada
VYolumen de muestra = 288 Ml
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El tiempo de 18 br se eligié para ver si continuaba la hidrdlisis a 10°C, al término de
este se volvid a determinar |a lactosa residual dando el mismo porciento de hidrélisis
que se obtuvo al finalizar la reaccion por lo que si se desea el tiempo de reposo a 10°C
pueda ser disminuldo a criterio.

Tanto en los cuadros IV y V se observa que los porcientos de hidrdlisis no son los
mismos ni semejantes entre los diferentes tipos y marcas de leche, lo cual nos indica
que para cada marca de leche se tienen que especificar las condiciones de hidrélisis ya
quse el origen de las leches ss diferente, pues existen leches tanto nacionales como de
importacién y adn entre las mismas leches nacionales las condiciones de hidrdlisis
tienen que ser modificadas en cuanto a tiempo de reaccion.

Las condiciones utilizadas anteriormente son para un lote especifico de enzima
{sdlido). México es un importador de enzimas en general por lo que no se cuenta con
un lote estandar de enzima, debido a esto se depende de lo que en ese momento esté
disponible enlas companias que las distribuyen.

Para poner en claro esto en el cuadro VI se presenta la actividad de B-galactosidasa
Maxilat 5000 la cual viene en estado liquido. En este cuadro se muestra la actividad a
35°C, 100 ug/ml obteniéndose con esta concentracién de enzima a 10 minutos el
porciento deseado de hidrdlisis (70-80%).

En el cuadro VII se muestra la hidrélisis de leche Alpura a 35°C, 100 ug/ml y se
puede observar que 10 minutas es un tiempo suficiente para obtener el porciento de
hidrélisis de deseado.

Con los resultados anteriores, la cantidad de enzima utilizada (100 ug/m!) se redujo
6.5 veces que con el primer lote (750 ug/ml), esto es un ahorro en cuanto al costo de la
enzima, pero dado que México no tiene disponible ésta se tendra que utilizar ta enzima
que en eses momentos se venda y tendremos que recurrir a estandarizar la enzima
como se indica en los cuadros VI y VII.
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CUADRO UI

ACCION DE LA B-GALACTOSIDASA M-500@
SOBRE LACTO0SA EN FUNCION DEL TIEMPO

TIEMPC DE ug LACTOSA _ P
REACCION mg ENZIMA hidrolisis
1@ MIN 8686 70.2
3@ MIN 9868 3.3
1 HR 9652 78.9

Temperatura = 35°C
¢8> = Lactosa B.B6 M
Reguladar de fosfatas @.05 M, pH 7.0

E = }~-Galactosidasa, K. lactis (liguida)
U.L. = Mg lactosa consuMmidas/mg enzima en un tiempo

CE> = 1908 ugr/ml
UoluMmen de Muestra = 50 Ml
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CUADRO VII

HIDROLISIS DE LECHE* E
INACTIVACION ENZIMATICA

35°C, (E) = 180 ug/ml

TIEMFO DE ugy lactosa 7 hidrolisis
REACCION
9854 l BG.O
18 MIN
9253 81.5
3@ MIN
9774 86.@
1 HR ?
TIEMPO DE REPOSO’
TIEMPO
18 HR 18 HR
PE
3 MIN & EN FRIO <1R@%)>
HERACCION
ug laclosa | % hdrolisis | ug Jactosa | 2 hidralisis
i@ MIN 9580 84.3 9719 85.0
38 MIN 9947 87.0 10034 88.3
1 HR 1915@ 69.4 10227 98.0

CE) = ~Galactosidaga, Ko.lactis C(ligquidad M-5000

# = Leche pasteurizada <Alpurad.
4+ = despues de la hidrolisis.
VUolumen de Muestra = 280 mil
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Tratando de buscar otro uso méas de la leche deslactosada se realizd ia obtencion de
un queso tipo “fresco" utlizando como enzima coagulante ta hemisfericina, la cual
proviene del jugo del fruto de Bromelia hemisphaerica, con esta enzima se trata de
complementar al cuajo, el cual no es suficiente para la produccién de quesos. La
concentracién de hemisfericina fué de 75 ug/ml, ya que es la concentracion a la cual se
tisne menor actividad proteolitica y las mayores unidades de coagulacion.

En el cuadro VIl se presenta el andlisis bromatoldgico del queso tipo “fresco”
obtenido con hemisfericina comparado con un queso obtenido con cuajo comercial,
utilizado como testigo y un queso comercial tipo Panela.

El queso tipo "fresco” presentd una vida de anaque! de aproximadamente 15 dias.
Este tipo de queso tiene un elevado contenido acuoso, por lo qus no se consarva
durante mucho tiempo (aproximadamente entre 10-15 dfas a 10°C).

La vida de anaquel se siguié mediante el andlisis de actividad proteoltica y
aminoécidos libres solubles los cuales se muestran en el cuadro IX, se observa que
estos van aumentando conforme pasa el tiempo, o cual es un indicid de la actividad
proteclitica residual para el caso de la hemisfericina, no asi en el caso del cuajo clya
actividad proteolitica es muy baja, de ahi ios valores de cero.

Con respacto a las caracteristicas de textura adecuada y sabor excelente del queso
elaborado con hemisfericing, estas se mantuvieron sin diferencia con respecto al queso
hecho con cuajo durante los primeros dias de almacenamiento en refrigeracidn,
posteriormente {21 dias) aparecieron sabores amargos y la textura se volvid mas
blanda. Segin Green (11) indica que la aparicion de estos sabores se deben a la
presencia de determinados péptidos y amino&cidos libres, resultade de la accién
proteolitica residual que generalmante poseen los sustitutos de cuajo.

Las pruebas de tipo sensorial y de textura fusron emplricas, por lo que para poder
realizar una evaluacién de este tipo se tendrian que preparar lotes grandes de queso
para llsvaria a cabo.



CUADRO UIIX

ANALISIS BROMATOLOGICO
QUESO TIPO "FRESCO”

QUESES f PARTIR OE
LEOHE DESLACTOSADA
DETERMINACION WA ISTERICIR PAELA
mone | DUSTREM ot
HUMEDAD (x> | 55.7 s6.@ 58.0
CENIZAS () a.e 4.6 3.8
PROTEINA (x> | 16.3 16.9 20.a
GRASA e | 2a.0 2z.5 20.0
LACTOSA (x> | B.74a 9.76 24.8
Rendimienta () 16.8 6.8 -

# promMedio de 3 repeticiones.
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CURDRO IX

ANALISIS DE QUESO TIPO "FRESCO”

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Cas 1%, 35°C, regulador de fosfatos pH 7.8

ug Tir
mMg/Min

ALMACENRMIENTO
cuaJo HEMISFERICINA

1a. SEMANA a 6B11
2a. BEMANA a 7296
3a. SEMANA ] 7339

AMINOACIDOS LIBRES SOLUBLES

ug Tir
ALMACENAMIENTO ng/min
cunJo HEMISFERICINA
1a. SEMANA e 171
" 2a. SEMANA e 186
3a. SEMANA a q1q
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V. CONCLUSIONES
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1.- Las condiciones que se encontraron para alcanzar de un 70-80% de hidrolisis de
lactosa en e! primer lote de enzima son: temperatura de 45°C, 6hr de hidrélisis, 750
ug/m| de B-galactosidasa de Kluyvergmices lactis Maxilat 2000 (séhda)

2.- Las condiciones para el segundo lote de enzima son: temperatura de 35°C, 10
minutos de hidrélisis, 100 ug/ml de B-galactosidasa de Kluyysromices lactis Maxiiat
5000 (liquida).

3.- En el proceso de daslaclosado an leche se utilizaron 2 procesos para detener la
hidrélisis: enfriamiento (10°C) y calentamiento a ebullicidn por 3 minutos. Ambos
métodos fueron eficientes para obtener de un 70-80% de hidrdlisis de lactosa.

4.- Las condiciones de hidrdlisis entre 70-80% no se cumplen para todas las marcas
de leche ya que cada tipo tiene diferente origen por lo que si las condiciones no se
ajustan a una determinada leche, se tendran que buscar éstas,

5.- Para la elaboracién de! queso tipo fresco se utilizd la enzima proteinasa de origen
vegetal "hemisfericina”, en una concentracion de 75 ug/ml, la cual es la concentracion
con la menor actividad proteolftica.

6.- Las caracteristicas de textura y sabor del queso tipo fresco no se alteraron
durante los primeros 15 dias de almacenamiento, después de este tiempo (21 dfas) se
detectd la presencia de aminoacidos libres, asl como sabor amargo y reblandecimiento.

7.- A partir de leche deslactosada y la enzima proteolttica hemisfericina se puede
elaborar queso tipo fresco.

8.- El porciento de hidrdlisis obtenido fue de 70-80% ya que esto es més que

suficiente para que 1a leche pueda ser ingerida por un intolerante a la lactosa sin que
tenga consecuencias.
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ANEXO

Ia

ANALISIS DE COMPOSICION DE LECHE

LECHES

DETERMINACION "
+ + UEUA

SVELTE |[HUTRICAL Z'P‘:LHND

HUMEDAD 4.8 4.4 5.9
CENIZAS 7.8 7.5 7.8
PROTEINA 35.3 24.02 34.5
GRASA 1.8 Q.2 a.1
LACTOSA 1.7 §53.9 53.1

+ = Leche degcremada en poluo
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ANEXO

Ib

ANALISIS DE COMPOSICION DE LECHE

LECHES
DETERMINACION
ALPUR® $ s + 1
g | MO | e | oRmf | ou® ) cepidt | HiLeo
HUMEDAD 98.0 |69.1[{B87.3 |B6.8 |(B8H.8 | 90.5 |B9.0
CENIZAS @.4 | B.6 8.6 a.s 0.5 1.2 1.3
PROTEINA 2.2 | 2.7 2.4 2.5 2.5 2.1 2.8
GRASA 2.8 | 2.8 3.3 3.3 3.3 8.4 | 3.e
LACTOSA 4.5 4.9 4.2 S.1 1.8 5.1 3.7
SOLLDOS 9.9 |18.6 |1@8.5 {11.4(18.3 8.4)|10.8
TOTALES b b " " " " *
# = Leche UHT
$ = Leche pasteurizada
# = Leche concentrada
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