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RESUMEN

Las propiedades nutricionales y sensoriales han hecho del queso un producto altamente
consumido a nivel mundial. El hecho de facilitar la conservacién de los componentes de la leche
en su matriz supuso la introduccién del queso en la dieta humana, y con el tiempo se han
desarrollado una gran cantidad de variedades, con diversos sabores y texturas, determinadas
ademas por las costumbres y culturas de las diferentes regiones del mundo. Esto ha llevado a
un incremento importante en su consumo desde finales del siglo pasado, asi como a la blisqueda
de nuevas herramientas que permitan optimizar la produccién queseray, al mismo tiempo, dar
solucién a un importante problema medioambiental provocado por la incorrecta disposicion
final del suero con una gran carga de materia orgdnica, que resulta de la elaboracién del queso
y que ha ido en aumento con la expansion de la industria quesera mundial. Con los recientes
avances en el campo de la biotecnologia y la busqueda de alternativas que permitan optimizar
los procesos de la industria alimentaria, la Transglutaminasa Microbiana (MTGasa) ha resultado
un enfoque novedoso, con un gran potencial para el desarrollo de nuevos productos y para la
mejora de la calidad y la funcionalidad de los ya existentes. Su capacidad para catalizar
reacciones de transferencia del grupo acilo entre el grupo y-carboxamida de residuos de
glutamina presentes en péptidos y proteinas, y una variedad de aminas primarias, permiten la
formacién de diferentes productos en funcién de las moléculas involucradas. De las tres
reacciones principales que puede catalizar la MTGasa, la de mayor interés para su aplicacion en
el sector alimentario es la del entrecruzamiento de proteinas, lo cual puede provocar cambios

importantes en el comportamiento de las macromoléculas de la matriz alimentaria.

En la leche, las proteinas susceptibles de ser tratadas con MTGasa son las proteinas séricas y las
caseinas. Estas uUltimas constituyen un excelente sustrato para la enzima, debido a que casi no
poseen una estructura secundaria, lo cual facilita el acceso a los residuos aminoacidicos de la
proteina implicados en la reaccién enzimatica, haciéndola mds vulnerable a la accion de la
MTGasa. En contraste, la naturaleza globular de las proteinas séricas hace que tiendan a ser
sustratos menos reactivos con la enzima, llegando a interaccionar Unicamente bajo condiciones
que favorezcan su despliegue total o parcial. Estudios acerca de la aplicacidon de la MTGasa en
quesos indican que el tratamiento con esta enzima permitiria incrementar el rendimiento de la
cuajada y mejorar algunas de sus caracteristicas. En este sentido, el objetivo de esta tesis

doctoral fue evaluar la aplicaciéon de la MTGasa producida por la empresa BDF Natural



Ingredients en la elaboracidon de quesos frescos tanto de coagulacién dcida como enzimatica y
de un queso andlogo, a partir de sus efectos en el rendimiento quesero y en la calidad del
producto final, bdsicamente en cuanto a composicion quimica y textura, tomando como
referencia el tratamiento sin MTGasa. Los perfiles electroforéticos de la fraccion caseinica de
los quesos junto con su microestructura se evaluaron con la finalidad de analizar la implicacion

de la enzima en los cambios observados.

El tratamiento enzimatico con MTGasa de los quesos frescos permitié la obtencidn de valores
de rendimiento superiores, en comparacién con las muestras Control. En el caso de los quesos
de coagulacién acida, se incrementd el rendimiento en una relacion dependiente de la
concentracién de MTGasa aplicada en el rango ensayado, llegando a valores de hasta un 19%
respecto al Control. Este incremento se dio gracias a una mayor retencién de agua y a la menor
pérdida de proteinas asociadas a la fraccidén de finos. Esto se tradujo, ademds, en la obtencién
de quesos mas nutritivos, debido a su mayor contenido en proteina, aunque tanto en relacién a
la composicion como a la mayoria de pardmetros analizados, la sobredosificacién de la enzima
conlleva un retroceso en las mejoras obtenidas. En los quesos de coagulaciéon enzimatica, el
efecto de la MTGasa fue evaluado segin el momento de adicidon de la MTGasa durante el
proceso de produccién (previa o conjuntamente a la adicién del agente coagulante) y para tres
tipos de cuajo diferentes. Para todos ellos, el tratamiento con MTGasa también incrementd el
rendimiento respecto al Control, sin importar el momento de adicidon; tampoco se observé un
patron de comportamiento distinto en funcion del tipo de cuajo empleado. En este caso, el
incremento en el rendimiento se debié exclusivamente a una mayor retencién de agua. En los
andlogos de queso no se evalud el rendimiento ya que las condiciones de proceso no conllevan

una pérdida de producto durante la elaboracion.

Las propiedades de textura también se vieron afectadas por la incorporacién de la MTGasa al
proceso de produccién de los quesos. En cuanto a los de coagulacién acida, se obtuvo un
incremento en la dureza de los quesos tratados bajo cualquier dosis de enzima aplicada, aunque
se comprobd que la dosis ptima de enzima seria de 0.4 g de MTG:-L?, a partir de la cual se
obtendria un retroceso en las mejoras obtenidas tanto en la textura del queso como también en
otros parametros. Por el contrario, los quesos de coagulacién enzimdtica presentaron una
disminucién en la dureza en comparacién con los quesos Control, probablemente debido a que

la mayor retencidn de agua no se acompaino de una mejora en la recuperacion de proteina. En
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ambos tipos de queso, las micrografias SEM estuvieron en sintonia con los cambios observados
en las propiedades de textura y de composicidon quimica debido al tratamiento con MTGasa. En
todos los casos, los efectos de la adicion de la MTGasa mencionados, se vieron corroborados
por modificaciones en los perfiles electroforéticos SDS-PAGE de los quesos tratados, en los
cuales se evidencid la formacidn de polimeros de alto peso molecular debido al
entrecruzamiento de las proteinas por accidon de la MTGasa. Por lo tanto, se puede concluir que
la aplicacién de MTGasa en la elaboracidn de quesos frescos tanto de coagulacidn acida como
enzimatica tuvo un impacto positivo en el rendimiento quesero y en las caracteristicas del
producto final gracias a la mejora en la microestructura del queso como consecuencia de la

actividad polimerizadora de la enzima.

En cuanto a los analogos de queso fresco de coagulacién enzimatica elaborados tanto con CHY-
MAX como con Fromase, los efectos beneficiosos del tratamiento con MTGasa sobre las
caracteristicas del producto final fueron menos evidentes a pesar de que las reacciones de
entrecruzamiento entre proteinas lacteas por accién de la MTGasa se observaron claramente
en los perfiles electroforéticos correspondientes. Aun asi, para ambos cuajos, permitié mejorar
su textura. En cuanto a la sinéresis, se vio reducida solo en los andlogos elaborados con CHY-
MAX. Sin embargo, a pesar de haberse presentado una mejora en los analogos experimentales
de queso de Burgos, las caracteristicas resultantes distan de las tipicas y deseadas por los
consumidores en un queso de coagulaciéon enzimatica. Probablemente, una mejora en las
condiciones de procesado, sobre todo relacionadas con la etapa de homogeneizacién de los
ingredientes lacteos, pueda traducirse en un mayor impacto del tratamiento con MTGasa en ese

tipo de productos.

Vil



Vil



RESUM

Les propietats nutricionals i sensorials han fet del formatge un producte fortament consumit a
escala mundial. El fet de facilitar la conservacié dels components de la llet en |la seva matriu, va
suposar la introduccié del formatge en la dieta humana, i amb el temps se n’han desenvolupat
una gran quantitat de varietats, amb diversos flavors i textures, determinades a més pels
costums i cultures de les diferents regions del mdn. Aixo ha portat a un increment important en
el seu consum des de finals del segle passat, aixi com a la cerca de noves eines que permetin
optimitzar la produccié formatgera i, al mateix temps, donar solucié a un important problema
mediambiental provocat per I'erronia gestio final del serum de la llet, amb una gran carrega de
mateéria organica, que resulta de I'elaboracid del formatge i que ha anat en augment amb
I'expansié de la industria formatgera mundial. Amb els recents avencos en el camp de la
biotecnologia i la recerca d’alternatives que permetin optimitzar els processos de la industria
alimentaria, la Transglutaminasa Microbiana (MTGasa) ha suposat un enfoc nou, amb un gran
potencial per al desenvolupament de nous productes i per a la millora de la qualitat i la
funcionalitat dels ja existents. La seva capacitat per catalitzar reaccions de transferéencia de
grups acil entre el grup y-carboxamida de residus de glutamina presents en péptids i proteines,
i una varietat d’amines primaries, permeten la formacié de diferents productes en funcié de les
molécules involucrades. De les tres reaccions principals que pot catalitzar la MTGasa, la de major
interes per a la seva aplicacio en el sector alimentari és la de polimeritzacié de proteines, el que
pot provocar canvis importants en el comportament de macromolécules de la matriu

alimentaria.

En la llet, les proteines susceptibles de ser tractades amb MTGasa son les proteines seriques i
les caseines. Aquestes Ultimes constitueixen un excel-lent substrat per a I'enzim, degut a que
quasi no tenen estructura secundaria, el que facilita I'accés als residus aminoacidics de la
proteina implicats en la reaccid enzimatica, fent-la més vulnerable a I'accié de la MTGasa. En
contrast, la naturalesa globular de les proteines sériques fa que tendeixin a ser substrats menys
reactius amb I’'enzim, arribant a interaccionar Unicament en condicions que afavoreixin el seu
desplegament total o parcial. Estudis sobre I'aplicacié de la MTGasa en formatges indiquen que
el tractament amb aquest enzim permetria incrementar el rendiment de la quallada i millorar
algunes de les seves caracteristiques. En aquest sentit, I'objectiu d’aquesta tesi doctoral va ser

avaluar l'aplicacié de la MTGasa produida per BDF Natural Ingredients en I'elaboracié de



formatges frescos tant de coagulacié acida com enzimatica i d’'un analeg de formatge, a partir
dels seus efectes en el rendiment formatger i en la qualitat del producte final, basicament quant
a composicié quimica i textura, agafant com a referéncia el tractament sense MTGasa. Els perfils
electroforetics de la fraccid caseinica dels formatges juntament amb la seva microestructura es

varen avaluar amb la finalitat d’analitzar la implicacié de I'enzim en els canvis observats.

El tractament enzimatic amb MTGasa dels formatges frescos va permetre I'obtencié de valors
de rendiment superiors, en comparacié amb els tractaments Control. En el cas dels formatges
de coagulacié acida, es va incrementar el rendiment en una relacié depenent de la concentracio
de MTGasa aplicada en el rang assajat, arribant a valors de fins a un 19% d’increment respecte
del Control. Aquest increment es va donar gracies a una major retencié d’aigua i a la menor
perdua de proteines associades a la fraccid de fins. Aixo es va traduir, a més, en I'obtencié de
formatges amb una qualitat nutritiva millor, degut al seu major contingut en proteina, encara
gue tant pel que fa a la composicié com per a la majoria dels altres parametres analitzats, la
sobredosificacié de I'enzim comporta una péerdua de part de les millores obtingudes. En els
formatges de coagulacié enzimatica, 'efecte de la MTGasa va ser avaluat segons el moment
d’adicié de la MTGasa durant el procés de produccié (préviament o conjuntament a I'addicié de
I’'agent coagulant) i per a tres tipus de qualls diferents. Per a tots ells, el tractament amb MTGasa
també va incrementar el rendiment respecte del Control, sense importar el moment d’addicié;
tampoc es va observar un patré de comportament diferent en funcié del tipus de quall emprat.
En aquest cas, I'increment en el rendiment va ser degut exclusivament a una major retencié
d’aigua. En els analegs de formatge no es va avaluar el rendiment ja que les condicions de procés

no comporten una pérdua de producte durant la seva elaboracid.

Les propietats de textura també es varen veure afectades per la incorporacié de la MTGasa al
procés de produccié dels formatges. Quant als de coagulacid acida, es va obtenir un augment
en la duresa dels formatges tractats, a qualsevol de les concentracions d’enzim aplicades, encara
que es va comprovar que la dosi d’enzim optima seria de 0.4 g de MTG-L?, a partir de la qual
s’obtindria un efecte advers sobre la textura del formatge. Els de coagulacié enzimatica varen
presentar una disminucié dels valors de fermesa en comparacié als formatges Control. En
ambdos tipus de formatge, les micrografies SEM es van mostrar en sintonia amb els canvis
observats en les propietats texturals i de composicié degut al tractament amb MTGasa. En tots

els casos, els efectes de I'addicié de la MTGasa mencionats, es varen veure corroborats per



modificacions en els perfils electroforetics SDS-PAGE dels formatges tractats, en els quals es va
evidenciar la formacié de polimers d’elevat pes molecular degut a I'entrecreuament de les
proteines per accid de la MTGasa. Per tant, es pot concloure que I'aplicacié de MTGasa en
I’elaboracidé de formatges frescos tant de coagulacié acida com enzimatica va tenir un impacte
positiu en el rendiment formatger i en les caracteristiques del producte final gracies a la millora

en la microestructura com a conseqtiencia de 'activitat polimeritzadora de I'enzim.

Quant als analegs de formatge fresc de coagulacié enzimatica elaborats tant amb CHY-MAX com
amb Fromase, els efectes beneficiosos del tractament amb MTGasa sobre les caracteristiques
del producte final varen ser menys evidents, malgrat que les reaccions d’entrecreuament entre
proteines lacties per accié de la MTGasa es varen observar clarament en els perfils
electroforetics corresponents. Malgrat tot, per a ambdds qualls, va ser possible millorar la
textura dels analegs amb I'ajut de la MTGasa. Pel que fa a la sinéresi, aquesta es va veure reduida
només en els analegs amb CHY-MAX com a conseqtiéncia de I'accié de la MTGasa. Tanmateix,
tot i haver-se obtingut una millora en els analegs experimentals de formatge tipus Burgos, les
caracteristiques resultants disten de les tipiques i desitjables pels consumidors d’aquest tipus
de producte. Probablement, una millora en les condicions de processat, sobretot relacionades
amb I'etapa d’homogeneitzacié dels ingredients lactis, pugui traduir-se en un major impacte del

tractament amb MTGasa en aquest tipus de productes.

Xl



Wl



ABSTRACT

Cheeses, with their nutritional and sensory properties, have become a highly consumed product
worldwide. The ability to preserve milk components in its matrix facilitated the introduction of
cheese in the human diet. Over the years, influenced by the traditions and cultures from
different regions around the world, a great amount of varieties has been developped, with
diverse flavors and textures, which led to a significant increase in consumption. Concurrently,
research efforts have focused on developing new tools and techniques to optimize cheese
production, as well as, to address an important environmental problem caused by the incorrect
final disposal of whey as a cheese production process by-product. In search for the alternatives
to optimize the processes of the food industry, along with the recent advances in biotechnology,
Microbial Transglutaminase (MTGasa) have emerged as a novel approach, with great potential
for the development of new products and improvement of the quality and functionality of the
existing ones. Its ability to catalyze acyl group transfer reactions between the y-carboxamide
group of glutamine residues present in peptides and proteins, and a variety of primary amines,
allow the formation of different products depending on the molecules involved. Of the three
main reactions that can be catalyzed by MTGase, the one with the greatest impact for its
application in the food sector is protein cross-linking, as it can cause important changes in the

behaviour of the macromolecules of the food matrix.

In milk, the proteins susceptible to being treated with MTGase are the serum proteins and the
caseins. The latter constitute an excellent substrate for the enzyme, because they have almost
no secondary structure. This facilitates access to amino acid residues of the protein involved in
the enzymatic reaction, making it more vulnerable to the action of MTGase. In contrast, the
globular nature of the serum proteins tends to make them less reactive substrates with the
enzyme, interacting only under conditions that favour their total or partial denaturation. Studies
on the application of MTGase in cheeses indicate that the treatment with this enzyme would
allow to increase the yield of the curd and improve some of its characteristics. In this sense, the
objective of this doctoral thesis was to evaluate the application of MTGase, produced by the
company BDF Natural Ingredients, in the manufature of fresh cheeses (acid coagulation,
enzymatic and an analogous cheese), in terms of its effects on the cheese yield and on the quality
of the final product (chemical composition and texture), taking the treatment without MTGase

as a reference. The electrophoretic profiles of the caseinic fraction of the cheeses, together with
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their microstructure, were evaluated in order to analyze the enzyme's involvement in the

observed changes.

The enzymatic treatment with MTGase of the fresh cheeses, allowed higher yield values to be
obtained in comparison with the Control samples. In the case of acid coagulation cheeses, the
yield was increased in a ratio dependent on the MTGase concentration applied in the tested
range, reaching values of up to 19% compared to the Control. This increase was due to higher
water retention and a lower loss of proteins associated with the fines fraction. This also
translated into obtaining more nutritious cheeses, due to a higher protein content, although
both in the composition and in most parameters analysed, an overdose of the enzyme leads to
a regression in the improvements obtained. In enzymatic coagulation cheeses, the effect of
MTGase was evaluated according to the time of addition of the enzyme during the production
process (prior or together with the addition of the coagulating agent) and for three different
rennet types. For all of them, treatment with MTGase also increased the yield with respect to
the Control, regardless when the addition was made; nor was a different pattern of behaviour
observed, depending on the type of rennet used. In this case, the increase in yield was solely
due to higher water retention. Cheese performance was not evaluated in cheese analogues since

the process conditions do not lead to a loss of product during processing.

The texture properties were also affected by the incorporation of MTGase into the cheese
production process. As for acid coagulation, an increase in the hardness of the cheeses treated
under any applied enzyme dose was obtained, although it was found that the optimal enzyme
dose would be 0.4 g of MTG-L?, after which an adverse effect on cheese texture was noted.
Those cheeses with enzymatic coagulation showed less firmness when compared to the Control
cheeses. In both types of cheese, the SEM micrographs were in line with the changes observed
with respect to the properties of texture and chemical composition due to MTGase treatment.
In all cases, the effects of the abovementioned MTGase addition were corroborated by
modifications in the SDS-PAGE electrophoretic profiles of the treated cheeses, in which the
formation of high molecular weight polymers was proven due to the cross-linking of the proteins
by the action of MTGase. It can therefore be concluded that the application of MTGase in the
production of fresh acid and enzymatic coagulation cheeses, as well as in an analogous cheese,

had a positive impact both on the cheese yield and on the characteristics of the final product,
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due to the improvement in the microstructure of the cheese as a result of the polymerization

activity of the enzyme.
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CAPITULO 1.
INTRODUCCION GENERAL

1. INTRODUCCION

Con el objetivo de desarrollar un proyecto que facilitara la conexidn entre la universidad y la
industria, se planted la posibilidad de realizar la tesis doctoral en un contexto empresarial donde
aplicar la biotecnologia en la busqueda de soluciones a cuestiones y necesidades de la industria
alimentaria, ante los desafios de la situacién global actual. Por esta razén, se suscribié un
proyecto de Doctorado Industrial en la empresa BDF Natural Ingredients SL (BDF) en
colaboracidn con la Universitat de Girona, que favoreciera una sdlida relacién entre ambas
partes, mediante el intercambio y la transferencia de conocimiento. Dicha empresa esta
especializada en la investigacion, fabricaciéon y comercializacién de la enzima transglutaminasa
microbiana (MTGasa) destinada al sector de la alimentacidn, y en los Ultimos afios se ha
posicionado como una de las empresas lideres del sector en ofrecer soluciones a base de la
enzima, a través de la serie de productos BDF PROBIND®. Se trata de formulaciones funcionales
a base de la MTGasa, con diversas aplicaciones en los sectores cdrnico, de pescado, lacteo y de
panificacion que se distribuyen en mas de 50 paises del mundo, estando presente en la mayor

parte de los mercados globales.

Actualmente pueden encontrarse en el mercado preparaciones enzimaticas que contienen
MTGasa obtenida mediante biosintesis producidas por distintas empresas. Sin embargo, esto es
un hecho relativamente reciente dado que, hasta finales de la primera década del siglo XXI, la
patente para la produccién de dicha enzima microbiana estaba en manos de la empresa
japonesa Ajinomoto®. La liberacién de esta patente y los avances que su uso ha traido al sector
alimentario debido a la importancia de su aplicacidon, han llevado a la existencia de un mercado
global de la MTGasa, con una demanda en crecimiento y con la consecuente creacién de
diversas empresas que la producen y/o comercializan, generando una fuerte competencia en el
sector y forzando a las empresas a buscar estrategias para mejorar su competitividad a través
de la optimizacion de la produccion de la enzima, mejorando sus propiedades, desarrollando

formulaciones innovadoras y/o explorando nuevos campos de aplicacion mas alla de las



posibilidades consideradas hasta el momento, sobre todo pensando en un uso eficiente de los

recursos.

1.1 Contexto de la problematica global

Para mediados de 2015 la poblacién mundial alcanzé los 7.3 mil millones, segun se indica en el
documento World Population Prospects: The 2015 Revision, Key Findings and Advance Tables
elaborado por la Population Division del Department of Economic and Social Affairs de las United
Nations, lo que implica un aumento de aproximadamente mil millones de personas en los doce
afios anteriores. En los siguientes 15 afios, esta previsto un aumento global de la poblacién de
mas de mil millones, alcanzando los 8.5 mil millones en 2030, 9.7 mil millones en 2050 y para

2100 esta pronosticado que llegue a los 11.2 mil millones (Naciones Unidas, 2015b).

De acuerdo con el Foro de Expertos de Alto Nivel de la FAO, a pesar de que la tasa de crecimiento
de la poblacidn serd inferior a la registrada en las ultimas décadas, incluso en 2050 la escasez
econdmica, la penuria y la desnutricién continuaran estando muy extendidas; y la demanda de
otros productos alimenticios mas sensibles al aumento de los ingresos en los paises en
desarrollo, como los lacteos y productos pecuarios, se incrementara mas rapidamente que la de
otros, como los cereales. Las proyecciones de la FAO muestran que, para alimentar una
poblacién mundial de la magnitud mencionada, seria necesario aumentar la produccién de
alimentos en un 70% entre 2005 y 2050 (FAO, 2009). Sin embargo, las mismas proyecciones
indican que el aumento de la produccién por si solo no seria suficiente para garantizar la
seguridad alimentaria para todos. Las ultimas estimaciones de la FAO indican que el nimero de
personas subalimentadas en el mundo aumenté de 777 millones en 2015 a 815 millones en 2016
(FAO y OPS, 2017). Las malas practicas de cosecha y transporte, asi como el desperdicio de
alimentos han contribuido a la escasez. Esto provoca que cada afio un tercio de todos los
alimentos producidos - equivalentes a 1300 millones de toneladas por un valor de alrededor de
1 billén de dodlares - termine pudriéndose en los contenedores de consumidores y minoristas
(Naciones Unidas, 2015a). Lo que demuestra la necesidad de utilizar los recursos limitados de
una forma mas sostenible, reduciendo de esta forma el riesgo de escasez e inestabilidad en
diversas regiones del mundo, y manteniendo los impactos ambientales dentro de los limites

naturales del planeta.



La Unidon Europea ha abordado como eje fundamental de su Estrategia Europa 2020 la utilizacidn
eficiente de los recursos a lo largo de todo su ciclo de vida, desde la fase de extraccién hasta la
eliminacién, para generar crecimiento y empleo en los préximos afos, propiciando un
crecimiento econdmico inteligente, sostenible e integrador. En la hoja de ruta de dicha iniciativa
se incluyen los cambios tecnoldgicos y estructurales necesarios, con objetivos a cumplir para
2020 y se recomienda, entre otros aspectos, perfeccionar las tecnologias ya existentes, para

llevar a cabo la transicion a un desarrollo mas sostenible (Unién Europea, 2011).

Al respecto, la biotecnologia se ha constituido como fuente de importantes herramientas que
ayudarian a mejorar la situacion alimentaria mundial interviniendo en las diferentes etapas de
produccién, proporcionando ademas importantes oportunidades para el progreso en diversos
ambitos, muchos de los cuales hacen parte de los Objetivos de Desarrollo Sostenible planteados
por la ONU e incluidos en su Agenda 2030 sobre Desarrollo Sostenible (Naciones Unidas, 2015a).
En el sector agricola, las innovaciones biotecnoldgicas estdn al mismo tiempo incrementando
los suministros de alimentos, reduciendo el dafio medioambiental, conservando los recursos
naturales y aumentando los ingresos agricolas en las diferentes economias alrededor del mundo
(Lokko et al., 2018). En el mismo sentido, la tecnologia enzimatica ofrece un gran potencial para
que tanto las comunidades, como diversas industrias, puedan enfrentar los desafios venideros

que trae consigo la situacién mundial actual.

La biocatalisis enzimatica es una parte fundamental de la biotecnologia, que cuenta con una
amplia aplicaciéon industrial. Las enzimas presentes en la naturaleza se han utilizado desde la
antigliedad en la produccién de alimentos como queso, masa fermentada, vino y de productos
como el cuero y el lino; todo ello favorecido por el crecimiento espontaneo de microorganismos
o por enzimas producidas por ellos, o presentes en preparaciones como el rumen de los terneros
o la papaya (Kirk et al., 2002). Actualmente se emplean para producir diversos alimentos, entre
ellos lacteos, productos de panaderia, bebidas y elaboracion de cerveza, grasas y aceites, carne
y alimentos funcionales. Ademas de su uso como coadyuvantes de procesamiento, las enzimas
también estan presentes de forma natural en los alimentos, donde provocan efectos deseables
como la maduracidn y generacién de sabores y la modificacién de la textura de los alimentos, e

indeseables como la rancidez y el pardeamiento en frutas, vegetales y crustaceos crudos.



En el momento hay una gran cantidad de productos enzimaticos diferentes utilizados en el
procesamiento de alimentos, y la cantidad aumenta con el descubrimiento de enzimas
alimentarias mds novedosas (Zhang et al., 2018). Segun Lokko et al. (2018), en 2013 el mercado
mundial de enzimas industriales se valoré en poco mas de 4 mil millones de USD y se espera que
alcance alrededor de 7.1 mil millones de USD en 2018, con una tasa de crecimiento anual
compuesto del 8.2%. La industria enzimatica tal y como se conoce actualmente, y su crecimiento
constante, son el resultado del rapido desarrollo ocurrido en las Ultimas décadas, debido a la
mejora de las tecnologias de produccion, las propiedades de las enzimas disefiadas y los nuevos
campos de aplicaciéon. Los avances recientes en gendmica, metagendmica, protedmica, sistemas
de expresidn eficientes y nuevas técnicas de ADN recombinante han facilitado el descubrimiento
de nuevas enzimas microbianas de la naturaleza, su produccién y/o el desarrollo de enzimas con

propiedades cataliticas mejoradas respecto a las enzimas nativas (Adrio y Demain, 2014).

Gracias a la evolucién tecnolégica, ha sido posible la fabricacién de enzimas como preparados
puros y caracterizados, la introduccion de estas en productos y procesos industriales de manera
habitual, asi como la comercializacidn de enzimas que anteriormente no podian producirse (Kirk
et al., 2002; lyer y Ananthanarayan, 2008). Las propiedades Unicas de las enzimas permiten que
los procesos asistidos por estas en la industria puedan funcionar en condiciones de reaccién mas
suaves, con mejores rendimientos y disminucidn de la generacidon de desechos, como indican
Adrio y Demain (2014). Sin embargo, la mayoria de los procesos industriales actuales se realizan
todavia en condiciones bastante extremas de temperatura, acidez o alcalinidad, y/o elevada
salinidad, las cuales pueden afectar la integridad fisica de las enzimas. Actualmente, uno de los
retos mds importantes es producir enzimas capaces de resistir condiciones mas duras a aquellas

gue son habituales en nuestro entorno.

La mayoria de las enzimas tradicionales utilizadas en el procesamiento de alimentos se
consideran "naturales" y biodegradables, y su uso se acompafia de resultados mas ecolégicos y
menores impactos ambientales. Las reacciones enzimdticas son selectivas, reproducibles,
rapidas, eficientes y practicamente carecen de subproductos indeseables. Por lo tanto, las
enzimas se han convertido en herramientas importantes para diversos mercados, como la
alimentacién animal y humana, los biocombustibles, los detergentes, los textiles, la pulpa vy el

papel, entre otros (Zhang et al., 2018).



Las enzimas industriales, de acuerdo con su aplicacién, se agrupan en enzimas detergentes,
enzimas técnicas, enzimas alimentarias y enzimas de alimentacidn animal. Dentro del grupo de
enzimas alimentarias, las utilizadas en el sector lacteo dominan el mercado (Lokko et al., 2018).
A pesar de que el consumo mayoritario de enzimas industriales recae actualmente en los paises
industrializados, el aumento del ingreso per capita en paises en desarrollo generard una mayor
demanda de carne y lacteos, impulsando el consumo de enzimas para los sectores de piensos y
de alimentacion (Lokko et al., 2018). En este ultimo, el procesamiento enzimatico permite el
desarrollo de nuevas aplicaciones en alimentos tales como la produccién de alimentos ricos en
nutrientes, productos alimenticios con textura mejorada, la extraccion de compuestos
bioactivos y la reduccién de los riesgos de seguridad de los alimentos, en donde la tendencia es
contar con enzimas mas especificas, estables y eficientes, y de facil control para la produccion

de alimentos (Zhang et al., 2018).

También es de gran interés la utilizacion de enzimas para minimizar el impacto ambiental
asociado a la actividad industrial de las empresas agroalimentarias. En este contexto, el uso de
transglutaminasas (TGasas) con el fin de obtener reestructurados, ya sea a partir de retales y/o
de piezas de bajo valor comercial, tanto de carne como de pescado, conlleva no solo una menor
generacion de residuos sino también un aumento de los beneficios econdmicos. Ademsds, se
trata de enzimas bastante versatiles que también se emplean frecuentemente para mejorar la
textura, apariencia, firmeza y vida util en productos carnicos, mejorar la calidad y textura en
lacteos, y aumentar el volumen en productos panificados. También pueden utilizarse para
aumentar el valor bioldgico de proteinas alimentarias, gracias a su capacidad para reaccionar
con algunos aminodcidos esenciales limitantes. Por otro lado, su uso también se ha visto
extendido considerablemente a otros sectores como la biomedicina (Zhang et al., 2018). En este
sentido, gracias a su capacidad para conjugar proteinas y péptidos con otras moléculas,
actualmente hay muchos estudios centrados en aplicaciones terapéuticas, como puede ser la

conjugacion de farmacos con anticuerpos (Strop, 2014).

1.2 Transglutaminasas (TGasas)

Las transglutaminasas (TGasas) (EC 2.3.2.13, proteina-glutamina y-glutamiltransferasas) son una

amplia familia de enzimas multifuncionales que catalizan la transferencia de un grupo acilo entre



el grupo y-carboxamida de residuos de glutamina (GlIn) presentes en péptidos y proteinas (dador
de acilo) y aminas primarias (aceptor de acilo), resultando en la formaciéon de diferentes
productos en funcién de las moléculas involucradas, aunque en ausencia de estas ultimas
pueden reaccionar con una molécula de agua. La Figura 1.1 muestra los tres principales tipos de
reaccion que llevan a cabo las transglutaminasas (Folk y Chung, 1973; Lorand y Conrad, 1984;

Motoki y Seguro, 1998):

a) de entrecruzamiento o polimerizacién (cross-linking) gracias a un enlace
isopeptidico, cuando el aceptor de acilo es el grupo €-amino de un residuo de lisina

(Lys) ligado a una proteina;

b) de transferencia de acilo, cuando el aceptor de acilo es una amina primaria formando

conjugados proteina-amina; y

c) de desamidacidn de residuos de GIn cuando, en ausencia de aminas primarias, el
agua cumple la funcién de aceptor de grupos acilo y, de esta manera, convirtiendo

los residuos de Gln en residuos de acido glutamico.

Como se puede observar en la misma figura, cualquiera de estas reacciones conduce a la

produccién de amoniaco (Mariniello et al., 2008).
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Figura 1.1. Principales reacciones catalizadas por las transglutaminasas: A) reaccién de polimerizacion; B)
reaccion de transferencia de un grupo acilo; y C) reaccion de desamidacién. Modificada de:
https://zedira.com/Assays-and-substrates
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Ademas, se ha descrito que, al menos algunos tipos de TGasas, pueden llevar a cabo reacciones
de esterificacién cuando alcoholes actian como aceptores de grupos acilo (Nemes et al., 1999).
Incluso se ha sugerido que algunas (como el FXllla y la TG2) poseen actividad isopeptidasa
(Parameswaran et al., 1997; Kirdly et al., 2016), es decir, son capaces de hidrolizar los
isopéptidos e-(y-glutamil)lisina, aunque esta reaccién no conlleva la generacidn de amoniaco.

A pesar de las grandes diferencias estructurales que se han detectado entre TGasas de distintos
origenes, el mecanismo catalitico es muy similar para todas las TGasas activas, con un centro
catalitico formado en la mayoria de los casos por una triada constituida por una cisteina (Cys),
una histidina (His) y, de manera menos obligatoria, un residuo de aspartato (Asp) o asparagina
(Asn), aunque la esencialidad de estos aminodcidos también depende del tipo de TGasa
(Kashiwagi et al., 2002). Sin embargo, para todas ellas la Cys juega un papel central en la reaccion
de transferencia del grupo acilo (Kanaji et al., 1993; Wada et al., 2002; Beninati y Piacentini,

2004).

La reaccidn de transferencia del grupo acilo procede de acuerdo con un mecanismo de reaccion
ping-pong modificada (Folk, 1969), también llamado de doble desplazamiento, muy frecuente
en reacciones enzimadticas en las que participan dos sustratos de manera secuencial. Se ha
propuesto que en el caso de las TGasas, el grupo y-carboxamida de un residuo de GIn reacciona
con la Cys que forma parte de la triada catalitica del centro activo para formar un compuesto
intermediario relativamente estable, tipo tioéster, y liberando amonio; este compuesto
intermediario reacciona posteriormente con el segundo sustrato, una amina primaria para la
formacién de la unidén amida o en su ausencia, una molécula de agua, produciéndose la hidrdlisis

del intermediario acilo-enzima y conllevando la desaminacion del residuo de Gin.

Los primeros en hacer referencia a las TGasas fueron Heirinch Waelsch y sus colaboradores
(Sarkar et al., 1957), cuando encontraron una enzima capaz de incorporar aminas primarias a
proteinas, cuya actividad era Ca?*-dependiente; dicha enzima fue detectada en distintos
extractos tisulares de origen animal, aunque con distintos niveles de actividad, siendo
especialmente elevada en el higado de cobayas. Unos afios después, Folk y Cole (1965, 1966)
estudiaron las reacciones de transferencia e hidrélisis catalizadas por esta enzima, asi como los

requerimientos estructurales de determinados sustratos de la misma.



Posteriormente se observo que las TGasas se encuentran ampliamente distribuidas en una gran
variedad de organismos vivos, incluyendo mamiferos, otros vertebrados, invertebrados, plantas
y microorganismos (Beninati y Piacentini, 2004), realizando una gran variedad de funciones
distintas. En humanos se han reconocido 9 genes de TGasas, codificando para 8 formas
enzimaticamente activas (Factor Xlllay TG1-TG7) y una inactiva (Erythrocyte membrane Protein
Band 4.2 o EPB42) debido a la sustitucion de la Cys del centro activo por una alanina (Beninatiy
Piacentini, 2004), aunque solo 6 enzimas han sido aisladas y caracterizadas hasta el nivel de
proteina. Todas ellas tienen en comun que se trata de proteinas multi-dominio, el requerimiento
de Ca? para su actividad y que son monoméricas, excepto el Factor Xllla de la sangre,
involucrada en el proceso de coagulacién y la Unica que funciona como dimero (Demény et al.,
2015). Destacan especialmente, ademas del Factor Xllla, las TG1 y TG3, presentes en células
epiteliales diferenciadas terminalmente; la TG4, una enzima de la glandula prostatica, asociada
con procesos reproductivos en mamiferos (Esposito y Caputo, 2005; Wu y Tsai, 2006); y la TG2,
una de las formas mds estudiadas en la actualidad, con actividad Ca?-dependiente e involucrada
en diversos procesos biolégicos como endocitosis, ensamblaje de la matriz celular, apoptosis y
procesos adhesivos celulares (Autuori et al., 1998; Chen y Mehta, 1999; Abe et al., 2000; Rachel
y Pelletier, 2013), y desde el punto de vista médico ampliamente estudiada para identificar su
papel en enfermedades como la formacién de cataratas, la celiaquia y la psoriasis (Rachel y

Pelletier, 2013).

Como puede observarse en la Tabla 1.1, los mecanismos que controlan la actividad de estas
TGasas dependen de su origen e incluyen, ademds del requerimiento de Ca*, el corte
proteolitico para su activacidn, tanto en el caso del Factor XllII del sistema de coagulacidn de la
sangre (forma activa: Factor Xllla), como de las TG3, TG5 y TG6, debido a ser sintetizadas como
zimogenos inactivos (Takahashi et al., 1986; Kim et al., 1990; Ahvazi y Steinert, 2003; Pietroni et
al., 2008; Muszbek et al., 2011; Eckert et al.,, 2014); la inhibicion de la actividad de
transamidacién por parte del guanosin trifosfato (GTP) en el caso de las transglutaminasas TG2,
TG3, TG5y TG6 (Achyuthany Greenberg, 1987; Aeschlimanny Paulsson, 1994; Candi et al., 2004;
Kldck y Khosla, 2012; Thomas et al., 2013); la TG3 siendo también inhibida por Mg?* como sucede
con la TG1 (Ahvazi et al., 2004; Boeshans et al., 2007) y, en todos los casos, debido a que su

unién es antagdnica a la del Ca?*.



En el grupo de los vertebrados se han aislado TGasas también de distintas especies de peces, las
cuales presentan una gran semejanza estructural con las de los mamiferos (Yasueda et al., 1995;
Sano et al., 1996); de algunos anfibios, como ranas y sapos (Alibardi et al., 2004b); de reptiles,
como tortugas (Alibardi et al., 2004a); y de aves, incluyendo el pollo (Bures y Goldsmith, 1978).
Algunos ejemplos de su presencia en invertebrados incluyen saltamontes (Singer et al., 1992),
la cacerolita de mar (Tokunaga et al., 1993), las ascidias (Cariello et al., 1997), el cangrejo de rio
(Wang et al., 2001), la estrella de mar (Sugino et al., 2002), la mosca de la fruta (Li et al., 2002;

Lindgren et al., 2008) y el camardn tigre (Huang et al., 2004; Chen et al., 2005).

Tabla 1.1. Caracteristicas de las TGasas presentes en mamiferos (extraida y modificada de Komaromi et
al., 2010)

TGasa Activacion Localizacion Estructura Masa molecular
por monémero
(Da)
p-F Xl Trombina + CaZ Plasma Tetramero (A;B>) A: 83136
(plasmaético) B: 73 207 (sin 'CH)
c-F X1 Cazt Plaguetas, Dimero (A;)
(citoplasmatico) monocitos,
macroéfagos
TG1 Protedlisis + Ca2* Queratinocitos Mondémero 289 656
TG2 Cazt Ubicua Mondémero 77 198
TG3 Protedlisis + Caz* Queratinocitos, Monodmero 76 501
foliculos capilares
TG4 Ca?* + acido Glandula prostatica Mondémero 77 014
fosfatidico
TGS 3Protedlisis + Ca2* Queratinocitos, Mondmero 80 647
foliculos capilares
TG6 4Protedlisis + 5Ca?* Testiculos, Monodmero 79 181
pulmones, “cerebro
TG7 5ND Testiculos, Monémero 79 810
pulmones, “cerebro
Banda 4.2 Inactiva Eritrocitos Mondémero 76 878

ICH: carbohidrato; 2: modificacion post-sintesis por acilacion en el extremo N-terminal, siendo el peso molecular final
aproximadamente de 106 kDa; 3Pietroni et al. (2008); “Eckert et al. (2014); SThomas et al. (2013); 6ND: no determinado

También se ha detectado la presencia de TGasas en distintos érganos de plantas (Serafini-
Francassini et al., 1995), aunque han sido menos estudiadas en profundidad debido

principalmente a la complejidad de su purificacién. Aparentemente presentan caracteristicas



similares a las TGasas animales, a pesar de contar con una baja homologia en aminodcidos
(Luciano y Arntfield, 2012). Sin embargo, algunas de ellas son Ca?*-independientes (Kobayashi et
al., 1998b). Las primeras evidencias de la presencia de actividad TGasa en plantas se observaron
en plantulas de Pisum sativum (Icekson y Apelbaum, 1987) y en brotes de Helianthus tuberosus
(Serafini-Fracassini et al., 1988), pero no fue hasta el afio 2004 que se caracterizaron a nivel
molecular proteinas de origen vegetal con dicha actividad procedentes de Arabidopsis thaliana
y Zea mais (Della Mea et al., 2004; Villalobos et al., 2004). Otros estudios han evidenciado su
presencia en distintas partes de diversas plantas: hojas de Beta vulgaris L. (Signorini et al., 1991);
hojas de Glycine max (Kang y Cho, 1996); guisantes, habas, trigo y cebada (Lilley et al., 1998); y

hojas de Rosmarinus officinalis L. (EI-Hofi et al., 2014), entre otros.

Klein et al. (1992) describieron la presencia de una TGasa en el moho mucilaginoso Physarum
polycephalum, perteneciente al grupo Mixomycota, aunque su produccién a nivel industrial se
desestimd por las dificultades que conlleva trabajar con este tipo de organismos. Pythium y
Phytophthora, hongos pertenecientes a la clase Oomycetes -algunos patdgenos de plantas (Reiss
et al., 2011)-, producen transglutaminasa con un nivel de expresion muy elevado (Bech et al.,
2002; Brunner et al., 2002). Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae también son capaces

de sintetizar dicha enzima (Ruiz-Herrera et al., 1995; Iranzo et al., 2002).

Hasta finales de los afos 80 del siglo XX, la TGasa obtenida a partir de higado de cobaya era la
Unica fuente comercial disponible de dicha enzima. Sin embargo, debido a su escasa produccion
y a los complejos procesos de extraccion y purificacién requeridos para su obtencién, su precio
era excesivo para su aplicacion a nivel industrial, lo que hizo necesario buscar alternativas para
facilitar la obtencidn de grandes cantidades a un precio mas asequible (Cui et al., 2007). Ademas,
su actividad dependiente de Ca?* la hacia poco adecuada para determinadas aplicaciones en el
sector alimentario, debido a que en presencia de dicho elemento se favorece la precipitaciéon de
algunas proteinas, entre las que se incluyen las caseinas, la globulina de soja y la miosina. Esta
necesidad propicié el comienzo de un complejo trabajo por parte de un grupo de investigadores
de las compaiiias japonesas Ajinomoto Co., Inc. y Amano Enzyme Inc. (previamente Amano
Pharmaceutical Co., Ltd.), realizando un screening de 5000 microorganismos aislados de
muestras de suelo procedentes de distintos lugares, que culmind con la caracterizacion de la
primera transglutaminasa microbiana (MTGasa), producida por la cepa S-8112 no toxigénica y

no patégena del género Streptoverticillium, posteriormente identificada como una variante de
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Streptoverticillium mobaraense (Ando et al., 1989; Zhu et al., 1995; Kuraishi et al., 2001) y
actualmente clasificada como Streptomyces mobaraensis. Debido al alto grado de semejanzas
genéticas, quimiotaxondmicas y filogenéticas, el género Streptoverticillium fue unificado con
Streptomyces de acuerdo con Witt y Stackebrandt (1990). Dichas empresas patentaron el
procedimiento y los progresos posteriores del protocolo inicial (Santos y Torné, 2009). El
objetivo era el suministro constante de una TGasa estable y de bajo costo para la aplicacién en
alimentos. La bacteria resulté ser capaz de producir la enzima mediante un proceso
fermentativo tradicional secretada como zimdgeno (Pasternack et al., 1998) y procesada
secuencialmente por dos enzimas enddgenas para producir la forma activa. El hecho de ser
secretada en el medio de cultivo hace innecesaria la ruptura celular, por lo que su purificacién
se ve facilitada y su posterior comercializacién favorecida (Yokoyama et al., 2004). Con el tiempo
se ha demostrado que la MTGasa puede producirse empleando practicamente cualquier
sustrato, lo que ha llevado a intensificar la busqueda de fuentes de carbono econdémicas,
provenientes principalmente de subproductos o desechos industriales (Aguilar-Zarate et al.,
2012). Ademas, se han seleccionado nuevas cepas de Streptomyces y otros microorganismos

con el objetivo de incrementar la produccion de enzima y ampliar su rango de aplicaciones.

Se han aislado distintas cepas microbianas con tasas relativamente elevadas de actividad
transglutaminasa de distintos géneros (Tabla 1.2), las cuales pertenecen bdsicamente a
Streptoverticillium/Streptomyces spp -donde participaria en el desarrollo del micelio y en la
diferenciacion morfolégica (Pasternack et al., 1998)- y en especies esporuladoras del género
Bacillus (Kobayashi et al.,, 1998b). Si bien en el primer caso la enzima se sintetiza
extracelularmente, en el segundo se produce intercelularmente durante el proceso de
maduracién de la espora (Ramanujam y Hageman, 1990; Mariniello et al., 2008). Sin embargo,
la incubacién de las esporas a 37 °Cy pH 10.0 facilita su recuperacién debido a que se secreta
en una forma soluble. Su peso molecular se encuentra alrededor de 23 kDa (Kobayashi et al.,
1998b). A pesar de las diferencias entre las TGasas de Streptomyces spp y de Bacillus spp, es
importante sefialar que ambas son Ca?*-independientes vy, al igual que sucede con las otras
TGasas conocidas hasta el momento, en ambas el grupo -SH de una Cys participa en la reaccion

(Kobayashi et al., 1998b).

De entre todas las cepas aisladas hasta el momento, Streptomyces mobaraensis es la que

presenta una mayor produccion y, por tanto, la isoforma que se utiliza a nivel industrial en el
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sector alimentario. Sin embargo, y a pesar de los esfuerzos realizados, se considera que tanto
los niveles de productividad de dicha enzima como el costo de produccién deben optimizarse
para mejorar en términos de competitividad y asi incrementar su aplicacién a nivel industrial

(Zzhang et al., 2013).

Tabla 1.2. Géneros y/o especies de microorganismos con cepas productoras de la enzima
transglutaminasa (adaptada y modificada de Kieliszek y Misiewicz, 2014)

Microorganismo

Referencia

Actinomadura sp.

Kim et al. (2000)

Bacillus alvei (esporas)

Kobayashi et al. (1998b)

Bacillus aneurinolyticus (esporas)

Kobayashi et al. (1998b)

Bacillus cereus (esporas)

Kobayashi et al. (1998b)

Bacillus circulans (esporas)

Suzuki et al. (2000)
De Souza et al. (2006)

Bacillus subtilis (esporas)

Kobayashi et al. (1998b)
Aidaroos et al. (2011)
Fernandes et al. (2015)

Corynebacterium ammoniagenes

Itaya y Kikuchi (2008)

Corynebacterium glutamicum

Date et al. (2004)

Enterobacter sp

Boumeow et al. (2012b)

Kutzneria albida

Steffen et al. (2017)

Providencia sp

Boumeow et al. (2012b)

Streptomyces sp.

Alves Macedo et al. (2010)

Streptomyces mobaraensis

Ando et al. (1989)

Boumeow et al. (2012a)

Streptomyces mobaraensis

Resistente a 1 [sal]

Jinetal. (2016)

Streptomyces platensis

Lin et al. (2006)

Streptomyces hygroscopicus

Cui et al. (2007)

Streptomyces lividans

Lin et al. (2004, 2007)

Streptomyces lydicus

Boumeow et al. (2012)

Streptomyces sioyansis

Boumeow et al. (2012)

Streptoverticillium cinnamoneum

Junqua et al. (1997)

Streptoverticillium griseocarneum

Gerber et al. (1994)

Streptoverticillium ladakanum

Téllez-Luis et al. (2004)
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Esto ha llevado a que muchos investigadores centraran su actividad en la aplicacion de la
tecnologia recombinante para incrementar el nivel de expresién, aunque de momento sin
mucho éxito debido al plegamiento incorrecto de la proteinay al requerimiento de una proteasa
para eliminar el pro-dominio y asi activar la enzima. Corynebacterium spp. y Candida boidnii se
han modificado genéticamente con esta finalidad (Zhang et al., 2013), al igual que Escherichia
coli, ampliamente utilizada en el sector farmacéutico para la produccién de proteinas
recombinantes (Huang et al., 2012; Rosano y Ceccarelli, 2014). Sin embargo, recientemente se
ha conseguido su sobreexpresidn en E. coli gracias a un sistema de expresidn constitutivo que

no requiere de una subsiguiente protedlisis (Javitt et al., 2017).

1.3 Transglutaminasa microbiana de Streptomyces mobaraensis (MTGasa)

La transglutaminasa microbiana secretada por Streptomyces mobaraensis (MTGasa) es una
proteina monomérica simple y compacta, compuesta por un Unico dominio y constituida por
331 aminodcidos, con un peso molecular de unos 38 kDa (Ando et al., 1989; Kanaji et al., 1993).
Presenta una sola cisteina (Cys®) que actia como residuo catalitico de la enzima, la cual se
encuentra suficientemente expuesta al medio externo como para permitirle reaccionar
rapidamente con el sustrato (Yokoyama et al., 2004), una diferencia importante en cuanto a su
potencial de utilizacién a nivel industrial en relacién con las TGasas de vertebrados y de algunos
invertebrados, en las que se requiere la unién de Ca® a la enzima para la exposicién de dicha

Cys (Casadio et al., 1999).

En 2002, Kashiwagi y su equipo determinaron la estructura tridimensional de la MTGasa de
Streptomyces mobaraensis (Figura 1.2), completamente diferente a la de enzimas como el
Factor Xlll y otras TGasas presentes en vertebrados (Yee et al., 1994; Noguchi et al., 2001), hecho
gue no resulta sorprendente debido a las importantes diferencias tanto en la secuencia como
en el tamafio molecular. Aunque el centro activo de la MTGasa se encuentra en una profunda
hendidura, la flexibilidad estructural en los alrededores facilita la unién enzima-sustrato
(Kashiwagi et al., 2002; Yokoyama et al., 2004). A pesar de estas diferencias, el ambiente
hidrofdbico y el marco estructural secundario del centro activo de la MTGasa son parecidos al
de las demas TGasas, evidenciando una relacidn funcional entre estas enzimas (Kanaji et al.,

1993).
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255 274

Figura 1.2. Estructura tridimensional de la MTGasa, mostrando la triada catalitica Cys®, Asp?>® e His

(Kashiwagi et al., 2002)

Aun asi, se considera que la MTGasa presenta un mecanismo catalitico novedoso para la
reaccién de entrecruzamiento, con una estructura que responde perfectamente a dicho

255 es enzimaticamente esencial, a diferencia de lo que sucede con

mecanismo, en el cual la Asp
otras TGasas como puede ser el Factor Xllla y similares en las que es la His la que comparte
esencialidad en la reaccién con la Cys. Segun Kashiwagi et al. (2002), esto podria estar
relacionado con el cambio de posicion de estos dos aminodacidos en la triada catalitica y la
superposicidn entre ambos. Mientras que en el caso del Factor Xllla y la TGasa derivada de
pescado (FTG) consiste de Cys3!%-His3’3-Asp3% y Cys?’2-His¥32-Asp3>®, respectivamente, en la
MTGasa esta constituida por Cys®, Asp?> e His?’* (Pedersen et al., 1994; Noguchi et al., 2001;

274 no es esencial para la

Kashiwagi et al., 2002), aunque algunos autores han sugerido que la His
actividad catalitica de manera que podria funcionar mds bien como una diada Cys-Asp
(Kashiwagi et al., 2002). En la Figura 1.3 se muestra el hipotético mecanismo catalitico de la

MTGasa propuesto por estos autores.

14



A His274 F His274

Asp2ss Asp255
H ys64 Cys6d
o 20 j N. Heee PN
N\/l\ H O O—H eq N NH O O—H 95
, ‘/(iln |17/N—C<('l"
o i o
H
. i E T
His274 His274
Asp25s Asp255
‘\ )‘.}'564 H 'ys64
C
Ny N—H--07""0-H ¢ Ny N—H~ 070 q)
1 _Gin I _Gin
H\T\I,(*\‘a H—]\‘—C\/q
H o Lys 05

D
lis274 His274

C
> :\spﬁs ;\spﬁs

Cys64 “ys64
ML= =]
N\/V—"“" 0"(\0 : Sj _— N\/N—II '"Oé(\ﬂ‘i) J

|
H~ P/H 0/\(““ s i{/(?/\cln

H Lys

Figura 1.3. Mecanismo catalitico hipotético de la MTGasa, propuesto por Kashiwagi et al. (2002)

1.3.1 Pro-transglutaminasa

La MTGasa producida por Streptomyces mobaraensis, a diferencia de otras TGasas de origen
microbiano (Kobayashi et al., 1998a), es secretada en forma de zimdgeno (pro-
transglutaminasa), cuyo peso molecular es de 42.5 kDa. De acuerdo con Pasternack et al. (1998),
para su activacion se requiere la eliminacidn de un péptido de 45 aminoacidos que se pliega en
a-hélice, adoptando una conformacién en forma de L para ocupar el centro activo (Figura 1.4).
Dicho péptido es responsable del relativamente bajo punto isoeléctrico del zimdgeno debido a
la importante presencia de aminodcidos cargados negativamente y de su mayor

termoestabilidad en relacion con la forma activa.

La activacién de la MTGasa se produce gracias a dos enzimas sintetizadas por el propio
microorganismo, secretadas al medio externo junto con aquella: una metaloproteasa soluble
(metaloproteasa activadora de transglutaminasa o TAMEP, por su acrénimo en inglés), que

corta a partir del extremo N-terminal, concretamente a nivel de la Pro* (Zotzel et al., 2003a); y
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una aminopeptidasa (tripeptidil aminopeptidasa de Streptomyces mobaraensis o SM-TAP, por
su acronimo en inglés), que elimina un tetrapéptido N-terminal adicional (Phe-Arg-Ala-Pro)
presente en la MTGasa activada por la metaloproteasa pero no en la enzima madura (Zotzel et
al., 2003b). En este punto cabe sefalar, sin embargo, que también puede ser activada gracias a
la actividad de distintas endoproteasas exdgenas, como pueden ser la tripsina bovina o la

dispasa de Bacillus polymyxa (Pasternack et al., 1998).

Figura 1.4. A) Estructura terciaria de la MTGasa mostrando en color amarillo-oro el centro activo del
zimégeno bloqueado por una pro-secuencia con estructura en a-hélice; B) eliminacion de dicha pro-
secuencia dejando al descubierto el centro activo (Rachel y Pelletier, 2013)

La produccion de la MTGasa de Streptomyces mobaraensis en una forma inactiva es la razén
detras del relativamente poco éxito obtenido con cepas modificadas genéticamente para la
produccién de transglutaminasa microbiana recombinante, en comparacién con las cepas
salvajes (Zhang et al., 2013); solo cuando se utiliza Streptomyces como microorganismo portador

para la clonacidn se obtienen valores proximos a los de la cepa salvaje (Lin et al., 2008).

1.3.2 Factores reguladores de la actividad de la MTGasa

La MTGasa es una enzima robusta que, a diferencia de otras TGasas de mamiferos, mantiene su

actividad sobre un rango considerable de valores de pH y temperatura, y que presenta

igualmente factores tanto estimuladores como inhibidores de su actividad, que se describen a

continuacion.
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1.3.2.1 Efecto del pH y la temperatura

El valor 6ptimo para la actividad de la MTGasa de Streptomyces mobaraensis se encuentra entre
pH de 6.0 a 7.0 (Figura 1.5). Aunque a valores de pH por debajo de 4.5 la actividad de la enzima
disminuye bruscamente llegando a ser practicamente nula a pH 3.5, a 4.0 aun expresa mas de

un 40% de su actividad enzimatica (Ando et al., 1989; Pagani, 2015).

100
T 80
©
2
® 60
Q
[-'4
® 40
©
>
£ 20
O |

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 1.5. Actividad relativa de la transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis o transglutaminasa
microbiana (MTGasa) en funcidon del pH (Pagani, 2015)

Por otro lado, a pH 9.0 también se mantienen valores de actividad enzimatica similares (Pagani,
2015). Su punto isoeléctrico es elevado (p/=8.9) teniendo en cuenta que para la mayoria de
proteinas se encuentra en el rango de 4.0 a 7.0 (Novak y Havlicek, 2016). Ademas, se situa lejos
del pH de la mayoria de los alimentos, lo que puede tener un impacto positivo sobre la

interaccion enzima-sustrato. Las proteinas precipitan alrededor de dicho valor.

La caracterizacidn de la TGasa producida por Streptoverticillium ladakanum muestra que sus
requerimientos para una 6ptima produccion de la enzima son ligeramente diferentes a los de S.
mobaraensis. Asi, se ha observado que la maxima actividad para aquel se da a pH entre 5.0y

6.0, y que la enzima es estable en el rango de pH de 5.0 a 7.0 (Ho et al., 2000).
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Figura 1.6. Actividad relativa de la transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis o transglutaminasa
microbiana (MTGasa) en funcidn de la temperatura (Pagani, 2015)

En la Figura 1.6 se muestra la actividad relativa de la MTGasa comercializada por Ajinomoto® en
funcién de latemperatura (Pagani, 2015). Tal y como puede observarse, el rango de temperatura
Optimo es entre 50 y 60 °C. Se ha establecido que para Streptomcyces mobaraensis la maxima
actividad se exhibe a una temperatura aproximada de 50 °C a pH 6.0 (Ando et al., 1989). Sin
embargo, de acuerdo con varias fuentes consultadas, la temperatura éptima de la enzima
depende de la bacteria que la produzca. Los valores reportados varian desde 37 °C para algunas
especies de Streptomyces hasta 60 °C para Bacillus subtilis (Suzuki et al., 2000; Mabel, 2012).
Streptoverticillium ladakanum muestra su maxima actividad catalitica a 40 °C (Ho et al., 2000).
Ademas, es importante sefialar que la MTGasa presenta actividad incluso a temperaturas

proximas a 0 °C (Kieliszek y Misiewicz, 2014; Yokoyama et al., 2004).

Por otro lado, dicha enzima se muestra completamente inactiva tras someterla a un tratamiento
térmico a una temperatura 270 °C durante varios minutos (Yokoyama et al., 2004; Jaros et al.,
2006; Moon et al., 2009). En la Figura 1.7 se puede observar su actividad residual después de un
periodo de 10 min de aplicacidn de las distintas temperaturas y a pH 7.0. Debe sefalarse que el
tiempo requerido para su inactivacién en un producto alimentario depende del calibre. Asi se

ha visto que, en salchichas de un calibre de 3 cm de didmetro, se requieren mas de 2 h para la
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inactivacién de la MTGasa cuando el tratamiento térmico es a 65 °C, de 15 mina 70 °C, 5 min a

75 °C, y 1 min a 80 °C (Pagani, 2015).
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Figura 1.7. Actividad residual de la transglutaminasa de Streptomyces mobaraensis o transglutaminasa
microbiana (MTGasa) en funcién de |la temperatura tras un periodo de tratamiento de 10 miny a pH 7.0
(Pagani, 2015)

1.3.2.2 Estimuladores de la actividad

La actividad de la MTGasa es sensible a la presencia de iones. Asi, algunos estudios demuestran
que la adiciéon de iones monovalentes (NaCl y KCI) incrementan la actividad enzimatica y la
estabilidad térmica de la MTGasa (Kitemeyer et al., 2005). Por el contrario, se ha observado
que en presencia de iones bivalentes solo en algunos casos (Co?*, Ba?*, K*) aumenta de manera
considerable (Alves Macedo et al., 2010; Kieliszek y Misiewicz, 2014); mientras que en otros solo

tiene una leve influencia (Mg#) o incluso disminuye (Ca?*) (Kitemeyer et al., 2005).

1.3.2.3 Inhibidores de la actividad

La actividad de la MTGasa es inhibida por compuestos capaces de reaccionar con el grupo -SH

de la Cys del centro activo. Asi, se ha observado que esta fuertemente inhibida en presencia de
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Zn?*, mientras que otros iones metalicos (Pb%, Fe3*, Mn?*, Ni**) ejercen solo un pequefio efecto
inhibidor (Ando et al., 1989; Ho et al., 2000). Algunos agentes oxidantes actian también como
inhibidores de la enzima al ser capaces de reaccionar con el grupo -SH, entre los que destacan
el 4cido paracloromercuriobenzoico, el N-etilmaleimida y el monoyodo acetato (Ando et al.,

1989; Jozami Barreiro y Seselovsky, 2003; Alves Macedo et al., 2010; Kieliszek y Misiewicz, 2014).

De acuerdo con Ho et al. (2000), diferencias en la capacidad de ser inhibidas por los distintos
inhibidores, pueden sugerir distintos grados de implicaciéon del grupo -SH catalitico en la

reaccién entre enzimas sintetizadas por distintos microorganismos.

Ademas, se ha descrito la presencia de sustancias inhibitorias de esta enzima en algunas
matrices alimentarias. En este sentido, De Jong et al. (2003) observaron que la leche cruda
contiene un inhibidor natural de la MTGasa, con un peso molecular de 200-250 Da. Esto puede
condicionar la dosis de enzima que debe anadirse para obtener los resultados esperados,
aunque el tratamiento térmico aplicado para la pasteurizacidén de la leche suele ser suficiente
para anular su capacidad de actuar como agente inhibidor. En este sentido, se ha demostrado
que temperaturas ligeramente superiores a 75 °C son suficientes para su inactivaciéon (Pagani,

2015).

1.3.2.4 Caracteristicas del sustrato

Para que una molécula pueda ser un buen sustrato para la MTGasa no solo debe contener
alguno de los aminoacidos que participan en la reaccion, sino que la enzima debe poder acceder
facilmente a ellos (Coussons et al., 1992). Es por ello que las proteinas globulares en su estado
nativo tienden a ser pobres sustratos de dicha enzima, aunque esto puede revertirse a través de
su desnaturalizacién total o parcial. Para ello, se puede recurrir a alguna de las siguientes

estrategias:

- modificacién de factores externos, como puede ser un aumento de la temperatura y un

cambio de pH (Lo y Bastian, 1998; Anema y Li, 2003a; Anema y Li, 2003b);

- ruptura de puentes disulfuro gracias a la adicidon de agentes reductores (acido ascérbico,
glutatidn, cisteina) (Coussons et al., 1992; Buchert et al., 2010) o al tratamiento con la enzima

disulfuro isomerasa (Hatahet y Ruddock, 2009);

20



- tratamiento a altas presiones hidrostaticas de las proteinas solas (Huppertz et al., 2004) o en
combinacion con la enzima debido a que la MTGasa es baroresistente (Lauber et al., 2001;

Lee y Park, 2002).

Ademas, se ha observado también que el entorno cercano a los residuos de Gln juega un papel
importante en la determinacién de su reactividad. En la Tabla 1.3 se muestra el grado de

reactividad de distintas proteinas alimentarias frente a la MTGasa.

Tabla 1.3. Reactividad de algunas proteinas alimentarias frente a la MTGasa (Sakamoto et al., 1994;
Jozami y Seselovsky, 2003)

Sustrato Reactividad

Actina (carne) Dificilmente reactiva

Mioglobina (carne), B-lactoglobulina y a-lactalbimina

L. Reactivas bajo ciertas condiciones
(leche), ovoalbuimina (clara de huevo)

Colageno (carne), gliadinas y gluteninas (trigo), proteinas de

Reactivas
la yema de huevo

Gelatina (carne), globulinas 7 Sy 11 S (soja), caseinato de

. , L Muy reactivas
sodio y caseina (leche), miosina (carne) v

Por otro lado, Ohtsuka et al. (2000) demostraron que se necesitan al menos 4 atomos de C sin
cadenas laterales entre los grupos funcionales, para que una amina primaria pueda ser un buen

sustrato para la MTGasa.

1.4 La MTGasa en la industria alimentaria: beneficios

El interés en utilizar la MTGasa en la industria alimentaria resulta no solo de las distintas
reacciones que puede llevar a cabo (apartado 1.2), sino también de sus caracteristicas
especificas en relacién con TGasas obtenidas a partir de otras fuentes. De las tres principales
actividades cataliticas descritas, la reacciéon de entrecruzamiento o polimerizacién es la que
tiene mayor potencial de aplicacion en este sector. Estas reacciones, que pueden darse tanto a

nivel intramolecular como intermolecular, pueden conllevar cambios muy importantes en el
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comportamiento de las macromoléculas proteicas en la matriz alimentaria, especialmente en el
caso de la formacidn de polimeros de elevado peso molecular. En este caso, propiedades como
la capacidad de formar geles, de retener de agua, de actuar como agentes emulsionantes y de
aportar viscosidad pueden verse fuertemente alteradas y, de esta manera, afectar tanto la
estabilidad durante el almacenamiento, como la calidad sensorial del producto final (Heck et al.,
2013). Los atributos sensoriales relacionados con la textura son los mayormente afectados,
aunque también pueden ser evidentes los efectos a nivel de apariencia y flavor. En este sentido,
es una realidad que las industrias alimentarias estan muy interesadas en explotar este potencial
como una estrategia para mejorar su competitividad en el mercado. Al mismo tiempo, la
reaccion de polimerizaciéon puede aportar beneficios a nivel nutricional ya que, por un lado, se
protege la Lys de su participacién en reacciones de Maillard y, por otro, aunque estas uniones
exhiben una gran resistencia proteolitica (Griffin et al., 2002), nuestro cuerpo dispone de
enzimas capaces de actuar sobre el enlace GIn-Lys, liberando la Lys involucrada en dicho enlace.
La fortificacion de alimentos a través de la incorporacidn de Lys libre a una proteina también
puede conseguirse gracias a la reaccién de transferencia de grupos acilos. En ambos casos, esto
también podria tener efectos, aunque de manera indirecta, sobre los niveles de hormona del
crecimiento ya que algunos investigadores mantienen que la Lys en combinacién con la Arg
promueve su secrecion (Isidori et al., 1981), aunque otros estudios no refuerzan esta hipotesis
(Corpas et al., 1993). La formacidn de polimeros a partir de moléculas individuales de proteina
puede ser efectiva en algunos casos para disminuir su alergenicidad y para incrementar el efecto

saciante de los alimentos.

En relacién con la reaccién de desamidacidn, debe tenerse en cuenta que la transformacién de
GIn en Glu aumenta la carga de la proteina de manera que su solubilidad puede verse alterada
y, consecuentemente, su tecno-funcionalidad. Propiedades como la capacidad de formar geles
y de formar y estabilizar emulsiones y espumas dependen fuertemente del perfil de solubilidad.
Ademas, la desamidacion de las proteinas suele conllevar una disminucién del punto isoeléctrico
incrementando, de esta manera, su solubilidad en la mayoria de sistemas alimentarios con pH

ligeramente acido.

Aunque las tres reacciones producen amoniaco -el cual puede participar en reacciones de

Maillard- los estudios realizados hasta el momento indican que la actividad de la MTGasa no
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estd relacionada con la aparicién de sabores desagradables, ni con la formacién de productos

toxicos.

Si bien las reacciones que puede llevar a cabo la MTGasa no difieren de las actividades cataliticas
de otras TGasas, algunas caracteristicas especificas de la enzima ademads de su actividad no
dependiente de Ca?* la hacen mejor candidata para su aplicacién a nivel industrial. Entre ellas,

cabe destacar (Kashiwagi et al., 2002; Yokoyama et al., 2004):

la reaccidn de entrecruzamiento procede a mayor velocidad que las otras dos actividades
cataliticas;

- una menor actividad de desaminacién;

no requiere de cofactores ni moduladores (GTP);

- un menor peso molecular (~38 kDa, alrededor de la mitad del de la mayoria de TGasas de
mamiferos), lo que facilita su acceso a los residuos aminoacidicos de interés, aspecto
especialmente interesante a medida que procede la reaccién de polimerizacion;

- una menor especificidad por el sustrato, lo que hace posible aplicarla en matrices
alimentarias diferentes;

- una mayor estabilidad térmica;

mayor p/ (8.9 versus 4.5, respectivamente).

A todas esas ventajas, deben sumarse aquellas relacionadas con su mayor facilidad de
produccién y purificacién, su facil aplicacién y el hecho de que ha sido aceptada como GRAS
(Generalmente Reconocido como Seguro) por la Administracidon de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) desde 1998 para la polimerizacion proteica en productos del mar,
carnicos, lacticos y cereales (FDA/CFSAN: GRAS 000004,1998; 000029, 1999; 000055, 2001; y
000095, 2002). Hasta la fecha y a la espera de la lista positiva que debe aprobar la UE, en esta
region se considera un coadyuvante tecnolégico, lo que también resulta interesante para las

empresas del sector alimentario.

1.4.1 Aplicaciones en la industria alimentaria

La capacidad Unica de la MTGasa de formar entrecruzamientos covalentes entre proteinasy los

importantes efectos que esto produce en sus propiedades fisicas y quimicas, ha generado un
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enorme interés y ha elevado el uso de este biocatalizador en un amplio rango de sectores de Ia
industria, especialmente en el de los alimentos, aunque no exclusivamente. De esta manera, se
ha dado un gran impulso al desarrollo de tecnologias y formulaciones innovadoras a base de
MTGasa para modificar y manipular la funcionalidad de ingredientes proteicos en la elaboracion

de diferentes productos alimentarios (Palafox Carlos y Garcia Carrefio, 2007).

El empleo de la MTGasa en la industria alimentaria resultd, inicialmente, de su capacidad para
obtener productos reestructurados a partir de retales de tejido muscular o de piezas de bajo
valor comercial (Zhu y Tramper, 2008). Concretamente, su uso comenzo con la elaboracion de
productos de surimi (pasta de pescado) en Japdn para mejorar sus propiedades fisicas (textura,
elasticidad y firmeza) y su capacidad de retencién de agua, y posteriormente en productos
reestructurados, consiguiéndose alargar de manera importante la vida Gtil de estos gracias a la
ralentizacion del crecimiento de bacterias coliformes y psicrofilas, y al retraso en la formacion
de bases voldtiles totales y trimetilamina (Yerlikaya et al., 2017). Ademas, la aplicacién de
MTGasa en pescados y mariscos crudos permite su congelacidn sin cambios en la textura,
mediante el remojo de los productos en una solucién de enzima y caseinato, dandoles una
textura firme y masticable (Kuraishi et al., 2001). El uso de MTGasa para la obtencion de
productos reestructurados se extendid rdpidamente al sector carnico, debido a que de esta
manera no era necesario agregar altas cantidades de sales de cloruro de sodio o fosfatos, sin
efectos sobre su color. En ambos sectores, de productos de la pesca y cdrnico, la MTGasa
también se estd aplicando para la obtencién de productos de imitacidn, como por ejemplo aleta
de tiburdn (Tramper y Poulsen, 2000) y panceta (BDF Natural Ingredients SL, 2018). La sopa de
aleta de tiburdn es un plato muy apreciado en China. Sin embargo, la demanda de aleta esta
experimentando una disminucién considerable por distintas razones, las cuales incluyen su
elevado precio, los efectos negativos de su consumo a nivel ecolégico, motivos éticos debido a
la crueldad que conlleva la practica del aleteo, y cuestiones relacionadas con la seguridad
alimentaria, ligadas a la elevada presencia de mercurio en escualos. De ahi el interés en elaborar
un producto de imitacién con caracteristicas sensoriales similares, pero sin las implicaciones
negativas asociadas al producto original. Normalmente, se elabora con coldgeno, gelatina o una
mezcla de ambos. En estos dos sectores de la industria alimentaria, la MTGasa se esta usando
ademas para la elaboracidn de productos tanto bajos en sal como con un contenido reducido de

fosfatos (Téllez-Luis et al., 2002; Daray et al., 2014). En el caso de emulsiones carnicas, jamdn
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cocido y productos fermentados se aplica también con la intencidn de mejorar no solo la textura

sino también las pérdidas durante el loncheado.

En el caso de la industria panadera, la MTGasa se ha utilizado para incrementar la fuerza de la
masa y el volumen del pan (Guastaferro Seravalli et al., 2011); este aumento de la fuerza debido
a la actividad de la enzima se asocia también a una mayor resistencia durante su congelacion
(Kim et al., 2008). También permite fortalecer harinas débiles o de baja calidad (Kdksel et al.,
2001) y elaborar panes con formulaciones mas alla de las consideradas dentro del concepto
normativo de pan (Pourmohammadi et al., 2017); por ejemplo, se aplica con la intencién de
mejorar las caracteristicas de los productos elaborados sin gluten, con diferente resultado en

funcién del tipo de proteina utilizado (Smerdel et al., 2012; Dtuzewska et al., 2015).

La MTGasa también se ha aplicado con éxito en la elaboracion de productos derivados de la soja.
Asi, se ha utilizado para mejorar la textura del tofu (Bin Md Yasir et al., 2007), para obtener un
qgueso crema a partir de proteina de soja (Lim et al., 2011) y para mejorar las propiedades

funcionales de proteinas procedentes de otras leguminosas, ademas de la soja (Ali et al., 2011).

Los efectos de la MTGasa en las proteinas de la leche y productos lacteos también han sido
ampliamente estudiados, con aplicaciones muy diversas de dicha enzima en este sector de la
industria alimentaria; eso es debido a la elevada reactividad de las caseinas frente a la MTGasa,
aunque las proteinas globulares del suero reaccionan Unicamente bajo condiciones que
favorezcan el despliegue (Gauche et al., 2008). En yogures, el tratamiento de la leche con
MTGasa incrementa su firmeza, viscosidad y reduce la sinéresis (Jooyandeh et al., 2015);
mientras que en quesos de distintos tipos incrementa el rendimiento de la cuajada, mejora su
composicion quimica, asi como su textura y/o disminuye la sinéresis (Mahmood y Sebo, 2009;
Di Pierro et al., 2010; Hu et al., 2013; Karzan et al., 2016). En la elaboracién de helados, la
aplicacion de la enzima permite la produccién de helados bajos en grasa (Rossa et al., 2012;

Gharibzahedi et al., 2018).

Otras aplicaciones de la MTGasa en la industria alimentaria incluyen la texturizacion de
proteinas de fuentes distintas (proteinas séricas, caseinas, proteinas de soja y de trigo, entre
otras); la encapsulacién de lipidos y/o materiales solubles en lipidos (Bao et al., 2011); la

formacién de peliculas o films resistentes al agua y al calor, en ocasiones aplicados con éxito en
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productos de IV gama (Rossi Marquez et al., 2017); la gelificacion en frio (Moreno et al., 2010);
la modificacion de la solubilidad y otras propiedades funcionales como, por ejemplo, la mejora
de la firmeza, la elasticidad y la capacidad de retencién de agua de proteinas para su uso en la
elaboracion de alimentos como ingredientes tecno-funcionales (Erwanto et al., 2003; Saguer et
al., 2007), incluyendo dulces para nifios con bajas calorias y buenas propiedades texturales
elaborados con gelatina o para la aplicacidn de ésta en usos culinarios (Calvarro et al., 2016);
para minimizar la alergenicidad de algunas proteinas, como en el caso de las caseinas (Lauber et
al., 2000; Ozer et al., 2007); y para la produccién de alimentos proteicos de alto valor nutricional,
por la unién de diferentes proteinas que contengan aminodcidos esenciales complementarios

(Matheis y Whitaker, 1987; Zhu et al., 1995; Motoki y Seguro, 1998).

Para que la MTGasa funcione en un alimento, este debe contener una proteina que permita la
reaccion con la enzima, asi como las condiciones que faciliten su actividad. Esto se encuentra
determinado en gran parte por la disponibilidad de glutamina y lisina dentro de la proteina. Por
esta razon, en la industria alimentaria se elaboran formulaciones de la MTGasa con otros
ingredientes, que contienen la proporcion adecuada de enzima y proteina-sustrato u otro
soporte, que varian de acuerdo con la aplicacién y el método de adicién al producto. Entre las
preparaciones mds comunes se encuentran aquellas destinadas a la modificacién de la textura
de un producto, donde la enzima se estandariza con una matriz neutra que consiste
generalmente en maltodextrina junto con proteinas como caseinato, gelatina y proteinas de

soja, para favorecer la creacién de enlaces covalentes proteicos (Payne, 2009).

1.4.1.1 Elaboracion de quesos frescos

En el caso de queso fresco, el rendimiento es un pardmetro fundamental para los productores,
ya que diferencias minimas en su valor implican grandes efectos en los beneficios econdmicos.
En este sentido, la incapacidad de las proteinas nativas del suero de la leche para ser retenidas
en la cuajada, ha sido reconocido como uno de los factores mas determinantes en la baja
eficiencia del proceso de conversion de la leche en queso y, al mismo tiempo, parcialmente
responsable del impacto ambiental asociado a las industrias queseras; su presencia en los
efluentes liquidos vertidos, junto con otros compuestos como la lactosa, les convierte en una

fuente importante de materia organica contaminante en el medio ambiente (Sienkiewicz y
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Riedel, 1990; Gonzales Siso, 1996). Por lo tanto, debe tenerse en cuenta que a partir de la
produccién de 1 kg de queso se generan 9 kg de suero (Kosikowski, 1979), y que la produccion
anual de suero de leche continda creciendo progresivamente debido al mayor consumo de
queso a nivel mundial (Gonzales Siso, 1996). A pesar de los esfuerzos realizados en las Ultimas
décadas para la reutilizaciéon de este subproducto de la industria quesera, aproximadamente
solo la mitad de la produccién mundial se emplea en la elaboraciéon de varios productos
alimentarios, tanto de forma liquida como en polvo, en forma de lactosa, asi como subproductos
secundarios y concentrados de proteina (Marwaha y Kennedy, 1988); la otra mitad no es
tratada, sino que se descarta como efluente (Motta-Correa et al., 2015). Es por ello que se hace
necesaria la aplicacién de nuevas estrategias para un mejor aprovechamiento del suero, que
contribuyan a reducir la contaminacién causada por el vertido de este subproducto como
material de desecho en el medio ambiente (Cozzolino et al., 2003). Hasta el momento, distintos
tratamientos y tecnologias han sido ensayados y desarrollados buscando incorporar las
proteinas del suero en la matriz del queso; estos incluyen desde el tratamiento térmico de la
leche, el uso de membranas de separaciény la adicién directa de leche o de derivados del suero,
hasta tecnologias mas modernas y avanzadas como la alta presiéon hidrostatica, la
homogeneizacidn a ultra-alta presion y la adicién directa de mazada (Masotti et al., 2017). El
tratamiento con MTGasa también esta considerado como una estrategia econdmica viable para
incrementar la recuperaciéon del suero durante la elaboraciéon del queso, principalmente -
aunque no de manera exclusiva- cuando el cuajo es empleado como agente coagulante
(Cozzolino et al., 2003; Mazuknaite et al., 2013; Domagala et al., 2016). En este contexto es
importante sefialar que, a lo largo de las ultimas décadas, se han llevado a cabo trabajos
centrados en el estudio de los efectos que conlleva su adicidon durante el proceso de elaboracién
de queso, aunque con distintos enfoques en cuanto a condiciones de proceso y parametros
evaluados: incubacién previa de la leche con/sin inactivacidén posterior de la enzima (Lauber et
al., 2000; Lorenzen, 2000a; Jaros et al., 2010); adicién conjunta de la enzima con el cultivo
iniciador (Faergemand et al., 1999; Neve et al., 2001; Jaros et al., 2006); adicion de dosis
variables de la enzima (Farnsworth et al., 2006); asi como la aplicacién previa, conjunta o
posterior de la MTGasa a la adicién del agente coagulante (Han y Spradlin, 2000; Lorenzen,

2000a; Lorenzen, 2000b; Cozzolino et al., 2003; Han et al., 2003).

A pesar de las diferencias en los productos evaluados y en los experimentos llevados a cabo, la

mayor parte de los estudios coinciden en que la aplicacidon de la MTGasa contribuye a la
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modificacion de las propiedades fisicoquimicas y funcionales de los productos lacteos, a través
de la formacion de enlaces covalentes entre proteinas lacteas, generando asimismo cambios en

la estructura y en otras propiedades relacionadas.

Incrementos minimos en el contenido de agua del producto, asi como la unién de
conglomerados proteicos, pueden ejercer una influencia favorable en el rendimiento del queso
y la efectividad econdmica. Se sabe que, ademds del incremento en el rendimiento por la mejora
en la recuperacion del suero, los enlaces covalentes adicionales relacionados con la actividad de
la MTGasa mejoran la estructura de la cuajada debido a sus efectos sobre la red de proteinas
que la constituyen (Anema et al., 2005), implicando de esta forma cambios tanto en las
propiedades fisicoquimicas como funcionales del queso (Mazuknaite et al., 2013). También se
ha demostrado que el grado de entrecruzamiento alcanzado puede verse afectado por la
presencia de grasa, que puede interferir con la actividad de la MTGasa, razén por la cual, en la
mayoria de las aplicaciones de la enzima en la elaboracidn de productos lacteos, se emplea leche
baja en grasa (Kaldb et al., 1983; Ozer et al., 2007; Sayadi et al., 2012 y 2013; Darnay et al., 2016;
Danesh et al., 2018).

1.4.1.1.1 Quesos de coagulacidn acida tipo quark

El quark es un queso fresco elaborado mediante un proceso de coagulacién acida de la leche, a
través de la actividad de bacterias acido-lacticas mesodfilas, con una vida util corta -
aproximadamente 3 semanas a una temperatura <8 °C- debido a su relativamente elevado
contenido de humedad. Tradicionalmente es elaborado con leche desnatada de alta calidad, si
bien también puede fabricarse a partir de leche entera (Farkye y Vedamuthu, 2005). Este tipo
de queso tiene su origen en Alemania, donde es producido a gran escala debido a su
popularidad, aunque su uso también es comun en las cocinas de paises de habla germana, como
Austria y Suiza, en el norte y centro de Europa, los paises eslavos y los pertenecientes a la antigua
Unidn Soviética. Esta amplia distribucidn geografica en relacidn con su elaboracién y/o consumo
hace que se refiera a él con distintos nombres (kvarg, tvarog, tworog, twarog, sauermilchquark
y speisequark). Tiene caracteristicas similares al fromage frais y al queso/queijo fresco de la
Peninsula Ibérica, y también se asemeja a quesos de otras regiones de mundo como el chakka

del sudeste asiatico, el labneh arabe o el kashk de Asia Central, aunque estos se obtienen a partir
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de yogur colado (fermentado con bacterias termdfilas). Ademas, puede usarse como ingrediente
para agregar atractivo sensorial y valor nutricional a los alimentos. Su sabor y textura suaves lo

hacen excelente como cobertura o relleno para una importante variedad de platos.

A pesar de que el quark tradicional es elaborado sin adicién de cuajo, en las industrias lacteas
modernas la coagulacidn de la leche es cada vez mas inducida por una accién combinada del
acido lactico de los cultivos iniciadores y el efecto de una relativamente baja cantidad de cuajo,
buscando mejorar la firmeza de la cuajada y las caracteristicas de desuerado, de manera que se
reduzcan los problemas de sinéresis durante el almacenamiento del queso, y minimizar las
pérdidas de caseina en el suero durante el proceso de manufactura del queso (lelen y Renz-

Schauen, 1989; Schulz-Collins y Senge, 2004).

1.4.1.1.2 Quesos de coagulacién enzimatica

El queso fresco de coagulacidon enzimatica es un tipo de queso blando que retiene gran parte del
suero y que no se somete a un proceso de maduracion, por lo que se encuentra listo para el
consumo poco después de su fabricacion. En este caso la coagulacidon se produce cuando se
afiade un agente o mezcla de agentes coagulantes de naturaleza enzimatica a la leche, con la

capacidad de desencadenar la formacién de coagulo bajo determinadas condiciones.

En algunos paises europeos, asi como en América Latina y Oriente Medio, es comun el consumo
de queso fresco de coagulacidn enzimatica sin adicidn o con una cantidad minima de cultivos
acido-lacticos, por lo que la coagulacion se produce completamente por accién del cuajo al pH
natural de la leche. Este tipo de quesos se consumen frescos y tienen una vida util de entre 2 y
4 semanas. Algunas de las variedades conocidas son queso fresco italiano, feta, halloumi,
telemea, queso blanco, queso fresco, queso panela, queso oaxaca, queso campesino, quesillo,
kkawi, chanakh y el queso blanco irani, entre otros (Litopoulou-Tzanetaki, 2007; Ramirez-Lopez

y Vélez-Ruiz, 2012).

Segin McSweeney et al. (2017), los quesos de coagulacion enzimatica representan

aproximadamente un 75% de la produccién total de queso a escala mundial, mientras que

alrededor del 25% corresponde a los de coagulacién acida. Por esta razén los coagulantes de la
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leche son esenciales en la produccidn de quesos y constituyen una de las enzimas mas

importantes de la industria alimentaria.

Tradicionalmente y durante miles de afios, se han empleado extractos crudos preparados a
partir del abomaso (cuarto estémago) de terneros jovenes, en los cuales el ingrediente activo
principal es un tipo de proteasa aspartica, mas conocida como quimosina (EC 3.4.23.4). Ademas
de la quimosina, en el abomaso también se secretan la pepsina (EC 3.4.23.1) y la gastricina (EC
3.4.23.3) (Andrén, 2011). La quimosina y la pepsina juegan un papel doble en la produccién de
queso, ya que convierten la leche en cuajada en pocos minutos bajo condiciones especificas
(actividad coagulante) y contribuyen a la protedlisis que ocurre durante la maduracion del queso
(actividad proteolitica) (IDF, 1997). La quimosina es conocida por su alta especificidad en el corte
del caseinomacropéptido (CMP) de la k-caseina (k-CN), mientras que la pepsina es mucho
menos especifica e hidroliza enlaces con residuos de Phe, Tyr, Leu o Val (Agudelo et al., 2004;

Papoff et al., 2004).

La quimosina producida naturalmente presenta tres variantes genéticas, A, By C, de las cuales
la B es la variante dominante (frecuencia alélica del 50%), y la C es la mas rara (10%) en los
extractos de estdmago bovino. Mientras que de la variante C no se tiene informacién acerca de
la secuencia primaria de aminoacidos, se sabe que las variantes A y B solo difieren en un
aminodcido, ubicado en la posicién 244. La quimosina A presenta un acido aspdrtico en esta
posicion, lo que le confiere un 50% mas de especificidad en la actividad de coagulacién de la
leche sobre la quimosina B, que posee una glicina. A pesar de dicha diferencia, se considera que

ambas variantes poseen las mismas propiedades para la produccion de queso (Andrén, 2011).

Asimismo, la quimosina esta considerada como el mejor agente coagulante debido a su alta
especificidad para romper el enlace Phel®-Met'% de la k-CN (Vasbinder et al., 2003; Ahmed et
al., 2016) liberando el CMP, lo que desencadena la desestabilizacidn de las micelas de caseinayy,
por lo tanto, induce la coagulacidon de la leche (Hyslop, 2003; Crabbe, 2004). En esta, la
estabilidad de las micelas de caseina se debe a la presencia de una capa vellosa de moléculas de
k-CN que sobresalen de la superficie de las micelas, generando una repulsién estérica que
impide la colision entre dos micelas de caseina (Walstra, 1990; Holt y Horne, 1996). La
conversidn de la leche en cuajada/queso, se lleva a cabo en dos etapas que se solapan (Figura

1.8). En la primera etapa, conocida como fase enzimatica, la parte hidrofilica de la k-CN que
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sobresale de la superficie micelar (fragmento que incluye los residuos 106-169) o CMP, es
cortado por accién de la quimosina y difunde hacia la fraccidn sérica. La segunda etapa o fase
no-enzimatica comienza cuando una cantidad suficiente de k-CN es hidrolizada (para-k-CN),
disminuyendo las fuerzas de repulsion y aumentado la hidrofobicidad de las micelas por la
presencia de para-k-CN en la superficie de las micelas. Las micelas bajo efecto de la quimosina
parecen ser incapaces de agregarse hasta que no se haya destruido entre el 60% - 80% de su k-
CN, después de lo cual la concentracién de micelas capaz de agregarse aumenta rapidamente.
Esto resulta en una mayor agregacion de caseinas y finalmente en la formacién de una red

tridimensional conformada por cadenas de micelas floculadas (Belitz et al., 2001; Yuksel, 2013).

Enzymatic stage, dependent on:
[rennet], Temperature, [Casein], pH

Micelle [ :> Para-casein + macropeptide
0% @

= 100% x-casein hydrolysis

Gelationat ... — Aggregation stage, dependent on:
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of hydrolysis [denatured whey protein)]

with low pH ™™ e

[
R

or high
protein level \ ‘;

Rennet-induced gel

Figura 1.8. Etapas en el proceso de coagulacidon enzimatica de la leche para la elaboracion de queso
(Lucey, 2009)

El suministro cada vez mds limitado de cuajo animal natural, junto con el incremento en la
produccién de queso, asi como factores éticos y religiosos, han hecho cada vez mas frecuente el
uso de alternativas para la coagulacion de la leche en la produccién de queso, como los
coagulantes extraidos de plantas, los microbianos o la quimosina producida mediante ingenieria

genética (Bennett y Johnston, 2004; Chazarra et al., 2007).

El uso de proteasas de origen vegetal como coagulantes alternativos resulta interesante debido
a su cardcter natural y a la posibilidad de ser empleadas en la produccién de quesos para los
mercados ecoldgicos y lacto-vegetarianos. Estas proteasas son obtenidas generalmente por
maceracidn de los érganos superiores de plantas, de las cuales se obtienen enzimas como la

papaina de la papaya, la bromelina de la pifia o extractos del drbol de la higuera, que han sido
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ampliamente investigados como posibles coagulantes de la leche. A pesar de esto, su actividad
coagulante no es lo suficientemente elevada para la fabricacion comercial de queso (Jacob et
al., 2011). Sin embargo, los extractos de cardo (Cynara cardunculus L.), que han sido empleados
durante siglos en la produccién artesanal de queso, contienen dos enzimas: la cardosina A -que,
de forma similar a la quimosina por lo que a pardmetros de cinética enzimatica se refiere,
escinde la k-CN bovina Unicamente entre los aminodcidos Phel® y Met!%- y la cardosina B, que
es comparable a la pepsina en términos de especificidad y actividad, y mas proteolitica que la
cardosina A (Macedo et al., 1993; Esteves et al., 2002). Sin embargo, se considera que ambas
cardosinas presentan una alta actividad proteolitica -mayor que la de la quimosina- y coagulante
de la leche (Verissimo et al., 1996; Esteves et al., 2002; Prados et al., 2007). Teniendo en cuenta
gue cardosinas y quimosina actian de manera muy similar sobre la k-CN, se han atribuido los
cambios observados tanto en las caracteristicas de proceso como en la calidad del queso entre
ambos tipos de cuajo, a la mayor actividad proteolitica de las cardosinas sobre las os1- y f-CNs
en relacién con la quimosina (Macedo et al., 1996). Estos cambios incluyen una reduccién del
rendimiento del queso, una disminucion de su firmeza y un aumento de la percepcion de sabores
amargos (Esteves et al., 2002; Lo Piero et al., 2002). Sin embargo, Fernandez-Salguero et al.
(2002) comentan que la fuerte accion proteolitica produce quesos con una textura suave y
mantecosa, de aroma particular y con un sabor ligeramente picante y cremoso, muy apreciados
por su sabor y calidad. En un estudio posterior, Prados et al. (2007) reportan en el mismo
sentido, que la alta actividad proteolitica de las cardosinas podria utilizarse para acelerar el
proceso de maduracién en queso Manchego y tipo "Manchego", y el desarrollo de las cualidades

fisicoquimicas, bioquimicas y sensoriales tipicas, en un periodo de tiempo mas corto.

Los coagulantes microbianos han sido una alternativa a los cuajos de origen animal debido a que
pueden ser facilmente producidos mediante fermentacion, presentando una disponibilidad casi
ilimitada a un coste econdmico mucho menor, sin riesgo de contagio de enfermedades
trasmitidas por rumiantes y su consumo es aceptado por los lacto-vegetarianos. Los mas
frecuentemente usados y que presentan mayor importancia han sido los de origen fungico,
debido a que los hongos productores de proteasas son ubicuos y pueden aislarse facilmente de
diversos ambientes (Tubesha y Al-Delaimy, 2003). Entre estos, se han identificado
principalmente tres especies para la produccidn a gran escala: Rhizomucor miehei, Rhizomucor
pusillus y Cryphonectria parasitica de los cuales el primero es el mas ampliamente usado en la

industria productora de quesos y se encuentra comercialmente disponible en diferentes niveles
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de termoestabilidad y pureza. Como la quimosina, todos sus sustitutos comerciales reconocidos
son proteasas asparticas acidas, y las propiedades moleculares y cataliticas son generalmente
similares. La proteasa del Rhizomucor miehei presenta una gran similitud con la estructura
tridimensional de la quimosina, asi como con las cantidades de Phe, Thr y Lys, no contiene
grupos tiol activos y presenta una pérdida de actividad proteolitica del 50% después de 30 min
a 45 °C (Sternberg, 1971; Preetha y Boopathy, 1997; Chitpinityol y Crabbe, 1998). La mayoria de
los coagulantes microbianos, incluyendo el derivado de Rhizomucor miehei, hidrolizan el mismo
enlace Phe!®-Met! que la quimosina, mientras que el de Cryphonectria parasitica hidroliza el
enlace Ser%-Phel® (Drghse y Foltmann, 1989). Sin embargo, a diferencia de la quimosina, tanto
la proteasa de Rhizomucor miehei como la de Cryphonectria parasitica también escinden otros

enlaces en la k-CN (Fox et al., 2017a).

En cuanto a los desarrollos en ingenieria genética como alternativa para la coagulacién de la
leche, la versidon recombinante de la quimosina de ternera -conocida como quimosina producida
por fermentacion (FPC, por sus siglas en inglés)- fue la primera ayuda para el procesado de
alimentos desarrollada con la tecnologia del ADN recombinante, registrada por la FDA (Flamm,
1991). Después de clonar el ADN de un precursor de la quimosina de células del abomaso de Bos
taurus, este pudo ser transferido como vector a microorganismos GRAS, entre los que se
encuentran Escherichia coli, Bacillus subtilis, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae,
Kluyveromyces lactis, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae o Trichoderma reesii (Teuber, 1990;
Mohanty et al., 1999). En principio, debido a que la FPC presenta la misma secuencia de
aminodcidos que la quimosina natural, sus propiedades deberian ser las mismas. A pesar de
esto, es posible que el microorganismo productor pueda anadir algunos residuos a la molécula
de quimosina, como ocurre en la glicosilacion fungica. Sin embargo, no se han observado
cambios significativos en las propiedades de la FPC en comparacién con las de la de origen
animal, evidenciado por su gran éxito en el mercado, con aproximadamente el 50% de la cuota
de mercado en el mundo en 2016 (Andrén, 2016). Entre las desventajas de la FPC estd la falta
de pepsina que si se encuentra en los cuajos de origen animal, pero que puede resolverse
facilmente con la adicion de pepsina bovina. Ademas, se ha encontrado la reticencia de
consumidores que pueden considerar el queso producido con FPC como modificado
genéticamente, aunque es importante tener en cuenta que la dosis que se adiciona a la leche es
minima y solo aproximadamente una quinta parte de esa cantidad permanece en el queso

(Andrén, 2011).
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El agente de coagulacién utilizado en la produccidn del queso puede tener un efecto importante
en la degradacién de la matriz proteica y afectar la calidad del queso en general, a través de su
actividad proteolitica sobre las k-, as1- y B-CNs, lo que puede generar cambios significativos en
el rendimiento, la textura y el desarrollo de sabores (Macedo et al., 1996). Los efectos en el
rendimiento y en la textura son debidos a la formacion de péptidos solubles que se pierden en
el suero y a la exposicion o pérdida de nuevos sitios de interaccién proteina-proteina, lo que
influye en la sinéresis (Dejmek y Walstra, 2004); mientras que el efecto sobre el sabor se debe
esencialmente a la formacion de péptidos amargos (Macedo et al., 1996). Por lo tanto, los
pardmetros técnicamente importantes como el tiempo de coagulacion, la firmeza y elasticidad
del gel, la fraccién de k-CN hidrolizada o la sinéresis no dependen Unicamente de los factores
intrinsecos de la leche -como la concentracion de caseina, pretratamiento térmico, pH,
temperatura, contenido de calcio- sino también de las propiedades especificas del agente

coagulante (O'Callaghan et al., 2000; Jaros et al., 2008).

1.4.1.2 Obtencién de analogos de queso

Los analogos de queso son definidos generalmente como productos elaborados a partir de la
mezcla de componentes individuales, generando un producto similar al queso, que cumpla con
unos requisitos especificos (Bachmann, 2001). El hecho de que también sean denominados
sustitutos o imitaciones no implica que su calidad sea inferior a la de los quesos tradicionales,
sino que los procesos, la tecnologia y la materia prima empleados en su produccién son

diferentes.

Desde finales del siglo pasado, diversos investigadores se interesaron por este tipo de
productos, previendo que los analogos de queso supondrian una competencia en crecimiento
para los quesos naturales, debido a que surgieron como resultado de la demanda del mercado
y gracias a la evolucion de la tecnologia del producto. Dichos autores reportaban que, con un
mayor desarrollo de los quesos analogos -especialmente en cuanto al sabor- junto con menores
costos, nuevas consideraciones nutricionales encaminadas a las demandas de los consumidores
y un etiquetado mas informativo, seria cuestidon de poco tiempo para que este tipo de productos

se abriera un espacio en el mercado minorista del queso (Shaw, 1984; Bachmann, 2001).
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Actualmente, puede darse por valido que los quesos analogos o de imitacidon constituyen un
nuevo nicho de negocio dentro de la industria lactea, como lo demuestran algunos datos del
mercado alimentario. La produccién anual de quesos analogos en Estados Unidos es de
alrededor de 300 000 t, siendo la principal regién productora del mundo, con los productos
principales como sustitutos o imitaciones de mozzarella de baja humedad, queso Cheddar y
queso Cheddar procesado pasteurizado. En contraste, el mercado europeo -con 20 000 t al afio-
es relativamente pequefio, lo que podria estar relacionado con una destinaciéon inferior del
queso como ingrediente en alimentos preparados y formulados. Entre las principales
aplicaciones de los andlogos de queso estdn como ingrediente de pizzas congeladas y como
lonchas en hamburguesas; ademas se utilizan en ensaladas, sandwiches, para el gratinado de
pastas, salsas y dips de queso, y comidas preparadas (Guinee, 2017). Bi et al. (2016) reportaron
incluso que el incremento en la demanda de queso andlogo de mozzarella como ingrediente
para pizzas no solo ha generado problemas de abastecimiento, sino que también ha aumentado

el costo del producto.

En los andlogos de queso, la grasa de leche, la proteina lactea o ambas pueden ser sustituidas
parcial o totalmente por componentes no lacteos, principalmente de origen vegetal; razén por
la cual pueden ser caracterizados como lacteos, parcialmente lacteos y analogos no lacteos,
dependiendo de si los componentes grasos y/o proteicos son de origen lacteo o vegetal (Shaw,
1984). En este tipo de producto, la distribucion de la proteina y la grasa, asi como el contenido
de agua, grasa y el rango de pH determinan en gran medida la textura final, entre otras
caracteristicas (Cavalier et al., 1990; Marshall, 1990; Lobato-Calleros et al., 1997). El mercado de
los quesos andlogos no lacteos es muy pequefo, pero ofrece oportunidades interesantes para
el sector vegano, debido a que tanto la grasa como la proteina son de origen vegetal. Sin
embargo, se ha demostrado experimentalmente que la sustitucidn de caseina por proteinas
vegetales resulta en productos con una textura deteriorada y sabores atipicos (Guinee, 2017).
La proteina de soja, por ejemplo, a pesar de que su valor bioldgico es superior al de la caseina
(Ahmed et al., 1995), presenta importantes diferencias con las proteinas lacteas en sus
propiedades moleculares y funcionales, como un tamafio superior, una estructura cuaternaria
compleja y el hecho de no ser fosfoproteinas como lo son las caseinas (Bachmann 2001). Por lo
tanto, la aplicacién de proteina de soja en quesos andlogos puede dificultar la obtencién de una
textura propia de queso, que se consigue normalmente empleando caseinas o caseinatos, asi

como aportar sabores caracteristicos no deseados al producto andlogo. Esta caracteristica en
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particular es uno de los atributos que mas afecta la aceptacién de los quesos andlogos
preparados a partir de proteina de soja (Pereira et al., 1992), por lo cual hasta el momento no
parecen tener una importancia comercial significativa (Guinee, 2017). En este sentido, tienen

muchisima mas importancia los analogos parcialmente lacteos, en los que la grasa es

principalmente proveniente de fuentes vegetales y la proteina es de origen lacteo, siendo los

mas frecuentemente elaborados (Guinee, 2017).

En cuanto a los andlogos lacteos, en los cuales se aplican la grasa y proteinas de la leche,
principalmente caseina, caseinatos o mezclas similares (Mulsow et al., 2007), suponen una
ventaja considerable en relacion con el aporte de caracteristicas fisicas y funcionales semejantes
a las de los quesos naturales. Ademas, las propiedades organolépticas de cardcter lacteo que
proporciona el uso de componentes provenientes de la leche son un aspecto clave para la
aprobacién del queso andlogo por parte del consumidor. En este sentido, se ha reportado que
la grasa contribuye con el flavor y la textura del queso y, de forma similar, las proteinas lacteas
ayudan a dar espesor y forma a la mezcla y participan en el desarrollo de propiedades texturales
y reoldgicas como la firmeza, adhesividad y cohesividad, entre otras (Guinee, 2017). Shah et al.
(2010) estandarizaron un proceso para la produccién de un andlogo lacteo de queso mozzarella,
con un contenido del 26.2% de proteina y 21.8% de grasa. Para ello consideraron conveniente
emplear nata lactea debido a su contenido de grasa en forma emulsionada y a su mayor aporte
de sabor. Ademas, teniendo como referencia el queso mozzarella natural en el cual se emplea
cuajo para la coagulacién, se optd por trabajar con caseina de cuajo alimentaria, un producto
obtenido a través de la separacidn, lavado y secado del coagulo de la leche desnatada mediante
la reaccidn del cuajo u otras enzimas coagulantes, de forma que el producto final presentara
unas propiedades funcionales similares a las del queso de referencia, dando como resultado un
queso de buena calidad, con las caracteristicas requeridas para la aplicacién como ingrediente

en pizzas.

Los analogos lacteos de queso también representan un vehiculo interesante para la inclusion de
ingredientes a base de proteinas, lo que ha facilitado la utilizacién de subproductos y diferentes
excedentes de la industria lactea, que con el incremento mundial en el consumo de queso
derivaron en un importante problema para el medio ambiente y la salud, debido a su alto
contenido de materia orgdnica (Yadav et al., 2015). Entre ellos, el suero es uno de los derivados

mas problematicos, ya que el obtenido a partir de la fabricaciéon de queso constituye entre el
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70-90% del volumen original de leche (Walstra et al., 2006), por lo que en las ultimas décadas
se ha trabajado intensamente en procurar una gestion adecuada de este y otros subproductos
mediante la explotacién de sus propiedades tecnolégicas, funcionales y nutricionales
(Guyomarc'h etal., 2015; Yadav et al., 2015) a través de su procesamiento en diversos derivados,
favoreciendo la incorporacidon como ingredientes en diferentes alimentos. La industria lactea ha
representado un papel pionero en el desarrollo de técnicas que permitan la retencién o la
reintegracion de proteinas séricas en el producto, incrementando el contenido final de proteina
y disminuyendo las pérdidas, con procesos que incluyen el tratamiento térmico de la leche,
tecnologias de separacién de membrana y adicién directa de derivados de leche o suero; asi
como técnicas mds modernas entre las que se encuentran la alta presion hidrostatica, la
homogeneizacién a ultra alta presidn, el tratamiento de la leche con enzimas como la

transglutaminasa y la adicion directa de suero de leche (Masotti et al., 2017).

En la actualidad, la ultrafiltracién (UF) es el proceso de membrana mas utilizado en la
concentracidn total de proteinas para la fabricacién de queso (Mistry y Maubois, 2004), asi como
para la recuperacién de componentes de la leche y su incorporacién como nuevos ingredientes
en diferentes formulaciones de productos lacteos (Pereira et al., 2009), haciendo posible la
concentracién de proteinas no desnaturalizadas (Gésan-Guiziou, 2010). La tecnologia UF separa
de forma selectiva las macromoléculas que presentan un peso molecular de 1000 a 200 000 Da,
del solvente y los solutos disueltos. En el caso de la leche, se produce, por un lado, un permeado
gue contiene agua, lactosa, minerales solubles, nitrégeno no proteico y vitaminas solubles en
agua -por su capacidad de atravesar la membrana UF- y, por otro, un retenido en el que las
proteinas, la grasay las sales coloidales, que no pasan a través de la membrana, se incrementan
en proporcién a la cantidad de permeado eliminado (Mistry y Maubois, 2004; Nelson y Barbano,
2005). De esta forma se hace posible concentrar las proteinas lacteas y eliminar al mismo tiempo
el exceso de agua y lactosa antes de la coagulacidn. Estas matrices altamente concentradas
pueden coagularse con poca o ninguna produccién de suero acido (Nelson y Barbano, 2005),
reduciendo o eliminando la necesidad de separar el suero de la cuajada durante el proceso de
produccién (Gésan-Guiziou, 2010). Masotti et al. (2017) reportan en su resefia que la industria
lactea se ha beneficiado considerablemente de la tecnologia de filtracion de membrana debido
a lo efectivo y econdmico que resulta su implementacién, y a que generalmente es posible
obtener un beneficio substancial en el rendimiento del queso (Kethireddipalli y Hill, 2015).

Mediante esta tecnologia ha sido posible la elaboracién de diversos tipos de queso, entre los
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gue se encuentran mozzarella, cheddar, cottage, queso fresco, feta, camembert, brie, entre
otros (Guinee et al., 2006; Lipnizki, 2010; Agrawal y Hassan, 2007). Es importante destacar que
los avances en esta tecnologia se han enfocado principalmente en incrementar el rendimiento
en la produccién de queso y en el desarrollo de nuevas variedades de queso con propiedades y
atributos novedosos, mas que en duplicar las variedades de quesos tradicionales (Masotti et al.,

2017).

Diversos productos a base de proteinas lacteas concentradas, obtenidos mediante técnicas
como la UF, se emplean como complemento en productos lacteos procesados de manera
convencional, y en la fabricacion de productos lacteos de imitacion, lo que depende en gran
medida de sus propiedades fisicoquimicas y funcionales (O'Regan et al., 2009; Sharma et al.,
2012), y de las que puedan aportar al producto final. Este tipo de productos domina el mercado
de proteinas gracias al alto grado de desarrollo de la industria lactea global y a la naturaleza
fluida de la leche que facilita la produccion de flujos de subproductos de gran valor afiadido.
Asimismo, presentan propiedades funcionales y beneficios para la salud respaldados por
estudios médicos vy cientificos, lo que los convierte en una base nutricional apropiada para la

aplicaciéon en otros alimentos (Henchion et al., 2017).

Los concentrados de proteina lactea (MPC, por sus siglas en inglés) hacen parte de este tipo de
productos y se han empleado considerablemente como ingrediente en quesos procesados y de
imitacion. Los MPC son productos que contienen tanto caseinas como proteinas séricas,
conservando la misma proporcion en que se encuentran en la leche (Harvey, 2006); ademas, las
caseinas estan dispuestas en la misma conformacién micelar que en la leche y las proteinas
séricas también se encuentran en gran parte en su estado nativo (O'Regan et al., 2009). Debido
a que no existen estandares especificos de identidad en ningun pais para este tipo de productos,
se encuentran disponibles en una amplia gama de parametros, incluyendo concentraciones que
pueden variar del 35% a mas del 85%, y diferentes caracteristicas funcionales (Mistry y Maubois,
2004). El contenido de cenizas de los MPC es relativamente alto, debido a que los minerales
ligados a las proteinas son retenidos (O'Regan et al., 2009). El grado de concentracion y las
condiciones empleados durante el proceso de membrana definen la composicion del MPC, asi
como la utilizacion de métodos complementarios en el proceso de elaboracién de dichos
productos, como es el caso de la pulverizacién, si el producto final se requiere en forma seca

(Mistry y Hassan, 1991). Por lo anterior, es posible preparar diversos concentrados de proteina
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de leche con contenidos de proteina, grasa, minerales y lactosa variables. Como el contenido
proteico de estos concentrados en polvo es mas alto que el de la leche desnatada en polvo,

presentan mejores propiedades funcionales (Augustin y Margetts, 2003).

Debido a que los andlogos lacteos de queso presentan un contenido importante de proteinas de
la leche, en especial de caseinas, se hace posible la aplicacién de agentes coagulantes para la
elaboracion del producto de imitacidn, confiriéndole incluso un cardcter mas semejante a un
queso natural de coagulacion enzimatica. Por lo tanto, el uso de cuajo es posible también cuando
se emplean retenidos UF o MPC como fuentes de proteina, ya que contienen caseinas en la
misma disposicidn y proporcidén en que se encuentran en la leche fresca, como se mencioné
anteriormente. En este sentido, varios autores han reportado que los MPC presentan
propiedades de coagulacién equivalentes a las de la leche, bajo condiciones similares de
concentracidn de proteina y fuerza idnica (Famelart et al., 1996; Kelly et al., 2000; Panthi et al.,
2017). Estudios acerca de las propiedades reoldgicas de geles obtenidos a partir de MPC a
diferentes concentraciones de proteina en comparacion con leche desnatada reconstituida,
elaborados por coagulacidon enzimatica, reportaron que el tiempo de coagulacién de los
preparados con MPC era considerablemente menor, asi como el médulo de almacenamiento
superior, a los de la leche desnatada reconstituida. Ademas, se determind que la relacion o-
CN:B-CN de los MPC fue un parametro fundamental en la determinacion de las propiedades
reoldgicas de deformacién de los geles con MPC (Ferrer et al., 2008; O'Mahony et al., 2009).
También se ha investigado la elaboracién de quesos procesados y de imitacién a partir de un
retenido UF rico en proteinas, empleando leche desnatada liquida pasteurizada, leche entera,
MPC o leche reconstituida, para luego ser sometido a un proceso de protedlisis enzimatica -
mediante quimosina- con el fin de modificar la proteina. Los quesos resultantes pueden ser
usados como ingrediente en pizzas congeladas y otros productos alimenticios. Asimismo, se
informa acerca de la posibilidad de elaborar andlogos de queso procesado para untar, con un
porcentaje en materia seca de grasa del 43% y sustituyendo hasta un 30% de caseina de cuajo

con MPC-85 (Kelly, 2011).

Estudios previos acerca de la elaboracion de quesos de coagulacién enzimatica, incluidos en el
presente trabajo, asi como diversas publicaciones bibliograficas al respecto, dan cuenta de los
efectos positivos de la aplicacidn de la MTGasa durante el proceso de produccion, en diversos

parametros fisicoquimicos y funcionales del producto final. Escobar et al. (2014) reportaron que
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la aplicacidn de MTGasa en la producciéon de queso Dambo tipo barra permitié mantener las
caracteristicas tipicas del queso, junto con un incremento en la textura en comparacion con el
producto convencional, mejorando las caracteristicas de loncheado del queso, un aspecto de
gran interés para el productor. Otros autores también han reportado una mejora en las
propiedades reoldgicas y de textura de quesos elaborados mediante coagulacidn enzimdtica
(Yuksel et al., 2011; Ozer et al., 2013), ademas de otros parametros relevantes como una mejora
en la capacidad de retencidn de agua y disminucién de la sinéresis (Fernandes De Sa y Bordignon-
Luiz, 2010; Domagata et al., 2016) y la disminucion de problemas asociados a la reduccién de
grasa en queso blanco irani bajo en grasa (Danesh, 2018), ademas de incrementos significativos
en el rendimiento del producto final (Cozzolino et al., 2003; Bonisch et al., 2008; Di Pierro et al.,

2010).

1.5 Objetivos

El presente trabajo se centrdé en la aplicacion de la MTGasa producida por BDF Natural
Ingredients, durante la elaboracién tanto de quesos frescos como de un andlogo, con la
intencién de obtener informacion acerca de las condiciones de aplicacidn de dicha enzima para
incrementar el rendimiento quesero y/o la calidad del producto final. Concretamente, la
MTGasa se aplico en quesos de coagulacién acida (estrictamente acido-enzimdtica, aunque
debido a la poca adicidn de cuajo afiadido durante su produccidn, se consideraran de tipo acido)
y de coagulacion enzimatica, en este ultimo caso con distintos tipos de cuajos, asi como de un
andlogo de queso fresco elaborado también con la adicion de cuajo. Estos objetivos se
concretaron en 3 capitulos distintos, cuyos objetivos especificos concretos se indican a

continuacion:

Capitulo 3. Objetivo: evaluar los efectos del tratamiento de leche fresca semidesnatada
con diferentes niveles de MTGasa (0.2, 0.4y 0.6 g MTG-L?) sobre el rendimiento quesero,
la composicion quimica y la textura de queso quark obtenido a través de un proceso acido
de coagulaciéon. Ademas, analizar los cambios en el perfil electroforético como
consecuencia del tratamiento con dicha enzima, asi como sus efectos sobre la

microestructura del queso.
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Capitulo 4. Objetivo: determinar el efecto del tratamiento con MTGasa durante el
proceso de elaboracién de un tipo de queso fresco de coagulacién enzimatica utilizando
3 cuajos distintos (2 quimosinas producidas por fermentaciéon de distinta marca comercial
y un cuajo flngico) y partiendo siempre de leche cruda. Concretamente, se estudio el
efecto del momento de adiciéon de la MTGasa tanto sobre las caracteristicas del proceso
(rendimiento) como de los quesos obtenidos (propiedades fisicoquimicas, textura y
microestructura) y de los cambios a nivel molecular asociados a los tratamientos
enzimaticos (perfil electroforético). Se ensayaron dos momentos de adicién distintos: a)
en una etapa de pre-incubacién previa a la incorporaciéon del cuajo, y b) anadida
conjuntamente con este. Para ajustar los pardmetros de proceso durante la elaboracion
de los quesos y profundizar en los efectos que conlleva la adicién de MTGasa, fue
necesario determinar previamente la cinética de coagulacion de la cuajada para cada uno

de los cuajos y estudiar cdmo la adicién de MTGasa afectaba dicha cinética.

Capitulo 5. Objetivo: elaborar y caracterizar andlogos lacteos que se asemejaran a un tipo
de queso fresco de coagulacién enzimatica, a partir de un concentrado de proteina de
leche y de nata comercial utilizando dos cuajos distintos (una quimosina producida por
fermentacién y un cuajo fungico), y evaluar el efecto de la adicién de distintos niveles de
MTGasa (1, 3 y 5 U-g proteina) durante el proceso de elaboracién del queso sobre las
caracteristicas del producto final, especialmente en relacién a su textura y a su capacidad

de retencion de agua.
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CAPITULO 2.







CAPITULO 2.
MATERIAL Y METODOS

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

Para el estudio de los efectos del tratamiento con MTGasa en quesos de coagulacidn acida, se
empled leche fresca semidesnatada de vaca (Puleva, LACTALIS PULEVA SL, Granada, Espafia),
pasteurizada a 79 °C durante 17 s, con pH 6.7 y un contenido de proteina y de grasa del 3.0%
(p/v) y 1.6% (p/v), respectivamente. Una mezcla de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis, y Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris (LC DC23, BDF Natural Ingredients S.L., Girona, Espafia) se usé
para preparar el cultivo iniciador (5 U-L? de leche) como inéculo para la produccién de queso
(0.2% v/v); ninguna de estas cepas es productora de exopolisacaridos. Se utilizé6 como cuajo una
aspartil-proteasa termosensible de Rhizomucor miehei (40 kDa), con una actividad de

coagulacion de la leche 2220 IMCU-mL™? (Fromase® 220 TL BF, Royal DSM, Heerlen, Paises Bajos).

Para el estudio del efecto del tratamiento con MTGasa en quesos de coagulacién enzimatica, se
partio de leche de vaca cruda sin procesar, obtenida de una granja local en Girona (Espafia) que
fue pasteurizada posteriormente en el laboratorio. Para el proceso de coagulacion de la leche,
se emplearon tres preparaciones diferentes de cuajo: CHY-MAX® Powder Extra NB (Chr. Hansen
Holding A/S, Hoersholm, Dinamarca), con una composicion de quimosina al 100%, producida
por fermentacién (FPC) por Aspergillus niger var. awamori y una actividad enzimatica de 2235
IMCU-g}; Maxiren® 180 (Royal DSM), cuya composicion es también 100% FPC, pero en este caso
derivada de Kluyveromyces lactis, con una actividad de coagulacién de leche de 180 IMCU-mL%;

y Fromase® 220 TL BF (Royal DSM).
Los andlogos de queso de coagulacion enzimatica se obtuvieron a partir de un reconstituido

lacteo, elaborado con concentrado de proteina lactea con un contenido del 65% de proteina

(DairyTec MPC 65, Fayrefield Foods GmbH, Wasserburg, Alemania), nata de leche con un 38%
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de materia grasa (Central Lechera Asturiana, Asturias, Espafia) y agua destilada. Para la

coagulacién de estos, se usaron los cuajos CHY-MAX Powder Extra NB y Fromase® 220 TL BF.

Tanto para la elaboracidn de los quesos frescos, como de los andlogos de queso, se utilizo la
preparacion comercial de MTGasa, Probind CH 2.0, provista por BDF Natural Ingredients SL, cuya
formulacidn incluye proteinas de leche y lactosa, y cuya actividad enzimatica se encuentra en
un rango de 80 - 125 U-g de proteina, de acuerdo con las especificaciones del producto. En este
trabajo, la concentracién de enzima se reportard en términos de masa del producto comercial
enzimatico (MTG) relativa al volumen de leche (g MTG:-L?), o bien de actividad especifica (U-g*
de proteina). En cada caso, se reportara de una forma u otra y se especificaran las unidades

equivalentes.

2.2 Elaboracion de quesos de coagulacidn acida tipo quark

El diagrama de flujo para la obtencidn de los quesos de coagulacidn dcida se muestra en la Figura
2.1, donde ademas se indican los andlisis realizados en las distintas etapas y para cada tipo de

muestra.

2.2.1 Obtencioén de la cuajada

Para cada tratamiento, 1.5 L de leche comercial semidesnatada pasteurizada fueron tratados
térmicamente, a 90 °C durante 5 min, en un robot de cocina (Thermomix TM5, Vorwerk,
Wuppertal, Alemania), bajo agitacién suave (velocidad 2) e inmediatamente enfriados a 21 °C,
en un bafo de agua y hielo. Posteriormente, la leche fue inoculada con 3 mL del cultivo iniciador
LC DC23, preparado tal y como se indicd anteriormente, y 50 pL de cuajo. Ademas, en las
muestras tratadas con MTGasa, se afiadid a la leche la cantidad requerida de preparacion
comercial para alcanzar una concentracion final de 0.2, 0.4 0 0.6 g MTG-L (equivalentes a 0.7,
1.4y 2.1 U-g de proteina, respectivamente), dependiendo del tratamiento. Todas las muestras
fueron incubadas a 22 °C durante 16 - 20 h, hasta alcanzar un pH de 4.6, facilitando el desarrollo
de la cuajada, y posteriormente se mantuvieron en condiciones de refrigeracién, antes de

continuar con el proceso de elaboracion del queso.
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Figura 2.1. Diagrama de flujo para la obtenciéon de los quesos de coagulacidn acida tipo quark
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2.2.2 Obtencion del queso a partir de la cuajada

La cuajada fue cortada en cubos con un cuchillo y agitada en el robot de cocina en giro inverso,
a baja velocidad y 60 °C durante 30 min, facilitando el desuerado y la inactivacién del cultivo
iniciador para evitar la post-acidificacion. Posteriormente, la cuajada fue separada tanto de la
fraccién de finos como del suero, usando dos tamices de acero inoxidable, uno de 0.18 mm y
otro de 0.074 mm (Filtra Vibracion SL, Badalona, Espafia), de manera que los finos se
corresponden con la fraccion retenida entre ambos tamices. Después de 10 min del proceso de
separacion, los finos y el suero fueron recuperados, pesados y almacenados en condiciones de
congelacion (-18 °C), para su posterior analisis. La cuajada fue servida en un pafio quesero y
transferida primero a moldes de desuerado (rejilla) y posteriormente a moldes plasticos
(diametro interno de 9.5 cm y altura de 6.5 cm; Ref. 3193, Industrias Plasticas Arroyo,
Pefacastillo, Espafia), presionada (0.07 kg-cm™) durante 1 h y mantenida en refrigeraciéon a 4 °C,
durante 20 h, para obtener el queso quark. El queso fue pesado y almacenado en refrigeracion

y/o congelacidn, para su posterior analisis.

2.3 Determinacion de las cinéticas de coagulacidon enzimatica

Para la obtencién de las cinéticas de coagulacidn de los cuajos, se pasteurizaron 700 mL de leche
cruda de vaca (75 °C durante 20 s) utilizando un robot de cocina (Thermomix TM5, Vorwerk,
Wouppertal, Alemania) manteniendo la agitacion a velocidad 2 y giro normal. Una vez
pasteurizada la leche, se enfrié en un bafio de agua-hielo hasta una temperatura de 38-40 °Cy
se afiadié CaCl, (0.25 g-L%). Para el tratamiento Control, seguidamente se afiadia el cuajo (45
IMCU-L?), removiendo durante 1 min. **A continuacidn, se repartia la mezcla en 13 tarrinas de
100 mL de polipropileno transparente, con didametro de 5.5/7.4 cm y una altura de 3.5 cm,
afiadiendo aproximadamente 50 g en cada una de ellas, 12 de las cuales se colocaban
inmediatamente en una estufa incubadora a 40 °C, mientras que la restante se utilizé para
determinar la textura en el min 0 aplicando un test de extrusién con la ayuda de una sonda de
malla TA-MP acoplada a una texturometro CT-3 Texture Analyzer (AMETEK Brookfield,
Middleboro, Massachusetts, EUA). Con las tarrinas mantenidas en la estufa incubadora se
procedid a determinar la cinética de coagulacidn a lo largo del periodo de incubaciéon (1 h),

extrayendo una tarrina cada 5 min y determinando la textura, siguiendo el mismo protocolo de
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medicidn. Para los tratamientos con MTGasa (0.3 g-L* de la preparacién comercial Probind CH
2.0, correspondientes a 1 U-g! de proteina), se procedia de manera distinta en funcién del
momento de su incorporacion. En el tratamiento MTG/C (tratamiento con MTGasa previo a la
adiciéon del cuajo), a la leche con CaCl; se le afiadia la MTGasa y se incubaba a 38 °C durante 30
min para, a continuacién, anadir el cuajo; en el caso del tratamiento MTG+C (adicién conjunta
de MTGasa y cuajo), se afiadian ambas enzimas justo después de la incorporacion de CaCl,. A
partir de la incorporacién del cuajo, en ambos casos se procedia de la misma manera que en el

tratamiento Control (**).

2.4 Elaboracion de quesos de coagulacidon enzimatica

El diagrama de flujo para la obtencion de los quesos de coagulacién enzimdatica se muestra en la

Figura 2.2, indicando ademas los analisis llevados a cabo en cada etapa distinta.

2.4.1 Obtencioén de la cuajada

Para la produccién de cada queso obtenido por coagulacidon enzimatica se partia de 1.2 L de
leche cruda. La cuajada se preparaba siguiendo el protocolo indicado en el apartado 2.3, aunque

sin repartirla en tarrinas.

2.4.2 Obtencion del queso a partir de la cuajada

Transcurridos 30 min desde la adicion del cuajo, se procedia al corte de la cuajada en el robot
de cocina durante 1 min, seguido de un ciclo doble de incubacién a 38 °C durante 10 min mas
agitacién a 37 °C durante 15 min. Una vez finalizado, la cuajada se depositaba en moldes de
desuerado (rejilla), permitiendo el drenaje durante 30 min por cada lado. Al servir la cuajada en
los moldes, se situaban sobre un tamiz de acero inoxidable de 0.074 mm de Filtra Vibracién SL,
con el fin de retener la fraccidn de finos de caseina que no fue incorporada en la cuajada, y el

suero resultante se recuperaba igualmente.
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Leche CRUDA de vaca
1.2 L por tratamiento

Pasteurizacion
(75 °C—-205)

Enfriamiento
(38 °C —bario agua/hielo)

Adicién
cacl, (0.25 g-L'Y)

= TR

Control MTG/C MTG+C
Cuajo (45 IMCU-LY) MTG (0.3 g-L%) MTG (0.3 g-L%)

Cuajo (45 IMCU-L?Y)
38 °C | 30 min

Cuajo (45 IMCU-L?)

Coagulacion
(38 °C—30 min)

— X3

Corte de Cuajada
(1 min)

|

Incubacion
(38 °C—10 min)

‘ X2
Agitacion
(37 °C—15 min)

Moldeo/Tamizado/ Finos
Desuerado } Suero — Almacenamiento
(1h) (-18°C)
Almacenamiento Analisis
(20 h—4°C) (Composicion—SDS-PAGE)

4

QUESO FRESCO
Analisis
(Rendimiento—Composicion— Textura
SDS-PAGE — Microestructura)

Figura 2.2. Diagrama de flujo para la obtencion de quesos de coagulacidn enziméatica. MTG/C: tratamiento
con MTGasa previo a la adicidén de cuajo; MTG+C: adicion conjunta de MTGasa y cuajo
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De esta forma se conseguia separar y cuantificar los tres productos resultantes del proceso de
elaboracion del queso (suero, finos y cuajada). A continuacidn, los quesos eran conservados en
refrigeracién a 4°C durante 20 h, y los finos y sueros eran congelados a -18 °C, antes de llevar a

cabo los andlisis correspondientes.

2.5 Elaboracidn de andlogos de queso de coagulacion enzimatica

La preparacion de 1 kg de queso andlogo (Figura 2.3) partia de la mezcla de 450 g de agua y 390
g de nata de leche, en un robot de cocina (Thermomix TM5) durante 30 s, seguida de la adicidn
de 160 g de MPC 65 y mezcla durante 90 s a velocidad 3. A continuacidn, se emulsionaba a 50
°Cy velocidad 5, durante 5 min, para luego pasteurizar a 72 °C por 15 s a velocidad 2. La mezcla
era luego llevada a un bafio de agua-hielo para bajar la temperatura a 38 °C, y puesta
nuevamente en el robot de cocina durante 1 min, a velocidad 3 y a una temperatura de 40 °C
para la adicién de 10 g de sal, en el caso de las muestras Control, y 10 g de sal y del preparado
de MTGasa Probind CH 2.0 en las muestras tratadas con la enzima, de acuerdo con la
concentracion determinada para cada tratamiento (0, 1, 3y 5 U-g?, equivalentesa 0,1,3y5¢g
MTG-kg?). Posteriormente, la mezcla era depositada en una botella para la adicién del cuajo a
una concentracién de 50 IMCU-L?, y se agitaba manualmente durante 1 min para luego ser
dividida en tarrinas pldsticas (Ref. 130.11 - Garcia de Pou, Girona, Espafia) de a 50 g cada una,
las cuales eran incubadas a 38 °C durante 30 min permitiendo la coagulacidn del producto.
Finalmente, las muestras eran conservadas en refrigeracion a 4 °C, durante 20 h, previo a la

realizacion de los analisis correspondientes.

51
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Sinéresis forzada — SDS-PAGE)

Figura 2.3. Diagrama de flujo para la obtencidn de analogos de queso a partir de concentrado de proteina
de leche (MPC) y nata
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2.6 Determinacion del rendimiento quesero

El rendimiento quesero (R) fue calculado como la cantidad de queso (g) obtenido por 100 g de
leche. Dicho cociente es referido como rendimiento en peso fresco (R-PF). La variacién en el
rendimiento para cada tratamiento enzimatico en relacion con el del queso Control se
determind a partir del cociente entre la diferencia de rendimientos entre ambos quesos y el
rendimiento del queso Control, expresada también como porcentaje. A fin de obtener mayor
informacidn acerca de la calidad del queso, el rendimiento se expresd también como un

porcentaje sobre la base de materia seca del queso (R-PS) cuando se creyd conveniente.

2.7 Analisis composicional de leche, suero, fraccion de finos y queso

Se llevé a cabo un analisis quimico proximal tanto de la leche utilizada en los distintos
experimentos, como de cada grupo de muestras obtenidas por experimento y tratamiento
(suero, fraccion de finos y/o queso). Concretamente, se determind el contenido de humedad,
proteina, cenizas y/o calcio, en cualquier caso, por duplicado. Los contenidos de humedad y
cenizas fueron determinados gravimétricamente de acuerdo con los métodos de la Asociacion
Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, 2000). La proteina fue determinada multiplicando el
contenido de nitrégeno total de Kjeldahl por 6.38 (AOAC 991.20). El contenido de calcio se
determind por espectroscopia de absorcién atdmica, después de haber sometido las muestras

a calcinacién (550 °C) y posterior hidrélisis acida.

2.8 Analisis del perfil proteico: SDS-PAGE en condiciones reductoras

Las proteinas séricas y las caseinas, tanto de los quesos como de los andlogos, fueron extraidas
y separadas antes del analisis electroforético como se indica a continuacion: 30 g del queso
fueron mezclados con 30 g de agua Milli-Q usando una batidora MSM6500/03 (BSH
Electrodomésticos Espafia, S.A., Zaragoza, Espafia). La mezcla homogeneizada fue enfriada a 10
°C después de ajustar el pH a 4.6 usando HCI 2 M, y centrifugada a 4500 rpm durante 20 min a
10 °C (Allegra® X-22 Series - Beckman Coulter, Inc, L'Hospitalet de Llobregat, Espaiia). Después

de eliminar cuidadosamente la capa sélida de grasa de la superficie, el sobrenadante (suero) fue
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recuperado y filtrado a través de un filtro jeringa Fisherbrand® de 0.45 um (Fisher Scientific SL,
Madrid, Espafia). La fraccidn insoluble (caseinas) fue recuperada después de ser lavada con
tampdn sodio-acetato 0.5 M (pH 4.6) y centrifugada durante 15 min a 7000 rpm y temperatura
ambiente, en tres ocasiones. Tanto el suero filtrado como la fracciéon caseinica fueron
congelados a -18 °C durante 30 min y luego llevados a -80 °C durante otros 30 min antes de ser

liofilizadas en un equipo CRYODOS-80 (Telstar, Terrassa, Espafia).

A continuacion, se afiadié tampdn fosfato 50 mM y tampdn Laemmli 4X (Bio-Rad Laboratories
Inc) para obtener soluciones con concentraciones de proteina finales de 0.75 pg-uL!y 37.5
pg-uL? para caseina y suero, respectivamente, para los quesos tipo quark; la concentracién se
incrementd para el caso de los quesos de coagulacidon enzimatica y los analogos. Como agente
reductor el tampdén de carga contenia dithiothreitol (DTT) 200 mM, en una ratio 3:1
(muestra:tampdn). Ambas soluciones fueron incubadas en estufa a 100 °C durante 5 min y
enfriadas a 5 °C. Posteriormente, 20 uL de cada una de las muestras fueron cargadas en los
pozos de los geles electroforéticos. Los geles (gel apilador 5%y gel separador 15%) se prepararon
en el laboratorio usando una solucién acrilamida/bis 29:1 de Bio-Rad Laboratories Inc. Como
patrones de pesos moleculares se usaron los Precision Plus Protein TM Dual Color Standards
(Bio-Rad Laboratories Inc.), con un rango de 10 a 250 kDa. La electroforesis se realizd
inicialmente a 90 V durante 10 min, seguido de una segunda fase a 200 V durante 30 min. El gel
resultante fue tefiido con Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad Laboratories Inc.), en un
agitador orbital Universal Shaker SM 30 C (Edumund Biihler GmbH, Hechingen, Alemania) a 75
rom durante 10 min, y desteilido en una solucién de &acido acético al 7% durante 24 h.
Finalmente, los geles fueron analizados con el analizador de imagenes Molecular Imager Gel Doc

XR System equipado con el software Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad Laboratories Inc.).

2.9 Analisis de textura

El analisis de textura de las muestras, tanto de queso como de analogos de queso, se llevd a
cabo con un texturometro AEMETEK CT3-10K (Brookfield Laboratories), utilizando una sonda de
cilindrica plana (15 mm de didmetro) de acero inoxidable para la aplicacion de un test de
penetracion hasta una distancia de 4.0 mm a partir de la superficie del queso en aquellos de

coagulacidén acida, y 5.0 mm en los de coagulacion enzimatica y los andlogos de queso, a una
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velocidad de 1 mm-s™. En el caso de los quesos se determind su textura realizando 5 mediciones
por queso, sin extracciéon de muestra, siempre después de retirar las muestras del refrigerador.
A partir de la curva Fuerza-Tiempo se determind la dureza, correspondiente a la fuerza maxima
durante la penetracion de la sonda, expresada en N. Para los andlogos de queso se tomé solo
una medida por queso sobre 6 quesos distintos. En este caso, ademas de la dureza, se
determinaron los siguientes parametros texturales a partir de la curva Fuerza-Tiempo: firmeza
(fuerza a carga final, N); consistencia (trabajo realizado desde el comienzo del test hasta carga
final, N-s); adhesividad (trabajo negativo para separar la sonda de la muestra, N-s); y la relaciéon
entre el trabajo durante la etapa de retirada de la sonda o “upstream” (TUp) y el trabajo positivo

total durante el test de penetracién (TT).

2.10 Sinéresis forzada

Para la determinacién de la sinéresis forzada se empled el método propuesto por Fort et al.
(2007), ligeramente modificado, que consiste en la utilizacidon de una pequefia cesta formada
por un cilindro de PVC con una base de malla de poliéster, acoplada a un tubo de centrifuga. De
la parte central del queso andlogo, se extrajo una muestra cilindrica de 2 mm de alturay 8 mm
de didametro, con la ayuda de un perforador metalico. La muestra fue pesada e introducida en la
cesta de PVC, que a su vez fue suspendida dentro de un tubo de centrifuga de 50 mL. El conjunto
fue centrifugado a 2000 x g a 15 °C, durante 10 min ((SORVALL RC 5C Plus, Dupont, Newtown,
USA) y posteriormente se peso el liquido resultante del proceso. Cada muestra fue analizada de
igual manera por triplicado y los resultados han sido reportados como porcentaje de agua

liberada.

2.11 Anadlisis de la microestructura: Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La microestructura tanto de los quesos tratados con MTGasa como de los quesos Control fue
examinada por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Las muestras, consistentes de
pequefios cubos de queso, fueron fijadas con glutaraldehido 2.5% (p/v) y cacodilato de sodio 0.1
M (pH 7.4), a 4 °C durante 2-4 h. Después de lavar, primero con tampdn cacodilato y luego dos

veces con agua destilada, las muestras fueron deshidratadas en etanol, sometiéndolas a una
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serie de concentraciones en incremento del 50% al 100%. A continuacidn, fueron secadas al
punto critico, con CO, como fluido de transicién en un equipo Emitech K850 CPD (EMIntegrated
Technology, Kent, RU) y cubiertas con carbono en un Emitech K950 Turbo Evaporator. Las
muestras fueron observadas bajo un microscopio Hitachi S-4100 FE-SEM (Hitachi High-
Technologies Corporation, Tokio, Japdén) y al menos dos imdagenes representativas de cada
aumento (x50, x200, x1000, x5000 y x10 000) fueron tomadas para cada muestra. Finalmente,
se empled el software Quartz PCl (Quartz Imaging Corporation, Vancouver, Canadd) para

adquirir y procesar las imagenes digitales.

2.12 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados fue llevado a cabo con el paquete estadistico IBM SPSS
Statistics version 23.0 para Windows (IBM SPSS Statistical software Inc., Chicago, IL, EUA). En
todos los casos, los datos fueron analizados con el método ANOVA, utilizando el procedimiento
de modelo lineal general (Proc GLM). Cuando se obtuvo un efecto significativo, se aplicé un
contraste polindmico en caso de ser apropiado; de lo contrario, se aplicé el test de separacion
de medias de Tukey para su comparacion. El nivel de significacion para todas las pruebas fue de

a=0.05.
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CAPITULO 3.







CAPITULO 3.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON TRANSGLUTAMINASA MICROBIANA (MTGasa) SOBRE LAS
CARACTERISTICAS DE QUESOS DE COAGULACION ACIDA TIPO QUARK

El objetivo de esta primera parte del trabajo fue evaluar los efectos del tratamiento de leche
fresca semidesnatada, con diferentes concentraciones de transglutaminasa microbiana
(MTGasa), en el rendimiento, la composicidn quimica y la textura de queso quark, obtenido a
través de un proceso de coagulacidon dacida, ademds de evaluar el impacto sobre su
microestructura y los cambios en el perfil electroforético de la fraccién proteica del queso, con

el fin de establecer una relacién entre los efectos observados y la aplicacién de dicha enzima.

3.1 Disefo Experimental

Se aplico un diseno en bloques completos al azar, considerando los dias experimentales (3) como
bloques, para determinar los efectos de la concentracion de MTGasa sobre: a) el rendimiento
guesero, cuantificando las pérdidas de suero y la fraccidn de finos por separado, como una
valoracion de la eficiencia del proceso de fabricacién; b) las caracteristicas fisicoquimicas del
suero, finos (cuando aplicd) y queso; c) los perfiles proteicos de los quesos obtenidos mediante
la técnica SDS-PAGE en condiciones reductoras; d) la textura del queso; y e) la microestructura
del queso. Se emplearon 6 L de leche por experimento, para ensayar tres concentraciones
diferentes de MTGasa (0.2, 0.4 y 0.6 g MTG-L?, correspondientes a 0.7, 1.4 y 2.1 U-g? de

proteina, respectivamente), junto con el tratamiento Control (0 g MTG-L?).

3.2 Resultados y discusion
3.2.1 Efecto del tratamiento térmico
La leche comercial fresca pasteurizada (79 °C durante 17 s) usada en el estudio, fue sometida a

un tratamiento térmico adicional mas severo (90 °C durante 5 min) en el laboratorio, antes de

comenzar el proceso de produccién de queso, suficientemente intenso como para destruir un
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inhibidor de la MTGasa, termolabil y de bajo peso molecular (200-250 Da), presente de manera

natural en la leche bovina (De Jong et al., 2003).

Los tratamientos a altas temperaturas suelen ser aplicados en la fabricacién de quesos frescos
de cuajada acida antes de la fermentacién, para incrementar el rendimiento del queso, ya que
provoca la desnaturalizacidn de las proteinas séricas, lo cual favorece la agregacién mediante
enlaces disulfuro, tanto entre proteinas séricas, como entre proteinas séricas y la k-CN, en este
caso a través de reacciones de intercambio -SH/S-S, aunque también pueden contribuir las
interacciones hidrofébicas y electrostaticas (Dannenberg y Kessler, 1988; Lucey et al., 1998; Fox
et al., 2017b). En este contexto, se ha atribuido un papel clave a la B-lactoglobulina, debido a
gue esta proteina contiene una cisteina libre, ademds de dos puentes disulfuro, que quedan
expuestos después del tratamiento térmico (Lelieévre, 1995), mientras que en la o-lactoalbimina
Unicamente estdn presentes los puentes disulfuro. Es por ello que, las interacciones entre
proteinas del suero desnaturalizadas y las micelas de caseina, se producen de manera particular
entre B-lactoglobulina y k-CN, dando como resultado tanto complejos solubles como complejos

unidos a micelas (Donato y Guyomarc’h, 2009).

Sin embargo, los tratamientos térmicos de la leche tienen efectos muy diferentes en cuajadas
acidificadas, cuajadas con cuajo y cuajadas con una combinacién de ambos, debido a las
diferencias en los mecanismos de coagulacién, siendo dichos tratamientos mas adecuados para
procesos en los cuales la coagulacién acida es dominante sobre la accién del cuajo y donde no
se requiere un drenaje extenso. En este tipo de quesos, el dcido neutraliza las cargas negativas
alrededor de las micelas de caseina propiciando la agregacidn, incluso en el caso de que hayan
incorporado proteinas séricas. Sin embargo, la interaccidn covalente entre la k-CN -el sustrato
de la quimosina- y la B-lactoglobulina puede implicar un deterioro de las propiedades de
coagulacién del cuajo, inhibiendo la fase primaria de la coagulacién que implica la modificacion
enzimatica de las micelas de caseina. Esto parece ser el resultado de un efecto sinérgico de
impedimento estérico, debido a la modificacidén de la superficie de las micelas de caseina por
calor, y la formacidon de complejos solubles de proteinas séricas-k-CN (Calvo et al., 1995;
Kethireddipalli et al., 2010). En consecuencia, esta interaccién proteica implica tiempos de

coagulacién mas largos y estructuras de cuajada mas débiles.
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En este sentido, diferentes autores también han demostrado que, mientras que la MTGasa
presenta un efecto menor en el entrecruzamiento de proteinas en la leche no tratada, cuando
se usa leche precalentada, se logra un grado considerable de interaccién enzimdtica de

proteinas, debido al despliegue de estas (Sharma et al., 2001; Rodriguez-Nogales, 2006).

3.2.2 Rendimiento quesero

La eficiencia en la elaboracién de queso puede ser determinada mediante diferentes indices. El
mas sencillo y empleado es el rendimiento del queso, expresado como kg de queso por 100 kg
de leche (porcentaje de rendimiento en peso fresco o R-PF), debido a su relevancia desde el
punto de vista de los productores, ya que se trata de un concepto clave para mejorar la
economia en la produccidn quesera. A fin de obtener informacion acerca de la calidad del queso,
también se puede usar un enfoque complementario, considerando el contenido de materia seca

del queso relativo al peso de la leche (porcentaje de rendimiento en peso seco o R-PS).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que el R-PF se incrementd significativamente
(p<0.05) cuando la leche fresca semidesnatada fue tratada con MTGasa (rango de
concentraciones evaluado: 0.2 - 0.6 g MTG-L1), en comparacién con el tratamiento Control. De
acuerdo con la Figura 3.1, parece evidente un aumento proporcional en el R-PF junto con la
concentracién de enzima. De hecho, el contraste polinomial aplicado demostrd la existencia de
una tendencia lineal significativa (p<0.05), entre la concentracion de MTG y el R-PF. Los
resultados del test de separacién de medias de Tukey también fueron consistentes con este
comportamiento. Especificamente, el incremento en el rendimiento expresado en porcentaje
relativo al rendimiento del Control fue de 5+3%, 13+4% y 191+6%, desde la concentracién de
enzima aplicada mads baja, a la mas elevada; una mejora importante si se considera que,
aumentos tan pequefios como del 0.1% sobre la produccidn anual, tienen un gran impacto en el
éxito econdémico (McSweeney, 2007). Bohdziewicz et al. (2010) reportaron incrementos del 10
- 15% en el rendimiento de la producciéon de queso tvarog (quark) tratado con MTGasa,
confirmando una retencidn mas alta de proteinas séricas, y algunos cambios fisicoquimicos en
los quesos tratados, sin la necesidad de hacer cambios significativos en el proceso de
elaboracion del queso para la incorporacidon de la enzima. Otros autores también han observado

que, la aplicacion de MTGasa durante la elaboracién de quesos de coagulacion acida (con o sin
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la adicién de una pequeia cantidad de cuajo), provoca un incremento en el rendimiento de

produccién, dependiente de la concentracién de enzima (Cozzolino et al., 2003; Mazuknaite et

al., 2013).
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Figura 3.1. Rendimiento (R) del queso en funcién de la concentracién de MTG aplicada durante el proceso
de elaboracion de queso quark: en términos de peso fresco (PF, en blanco); y en términos de peso seco
(PS, en negro). Medias + SD (n=3). Diferentes letras minusculas y mayusculas indican diferencias
significativas en R-PF y R-PS, respectivamente, entre los tratamientos segin el test de separacion de
medias de Tukey (a=0.05)

Este comportamiento contrasta de manera importante con el observado cuando el rendimiento
del queso es expresado en términos de peso seco. Aunque los quarks tratados con MTGasa
mostraron valores significativamente (p<0.05) mas altos de R-PS que los quesos Control, no se
obtuvieron diferencias significativas (p>0.05) en funcidon de la concentracidon enzimatica
aplicada, indicando que el porcentaje de sélidos recuperados (proteinas y/o grasa) era
independiente de dicho parametro. Los resultados también sugieren que las diferencias en el
incremento de R-PF entre los distintos tratamientos con MTGasa fueron debidas a una mayor

retencién de agua a medida que aumentaba la concentracién de MTG; sin embargo, cabe
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sefalar que la cantidad de agua retenida en los quesos tratados enzimaticamente resultd en
cualquier inferior a la del tratamiento Control. Aunque el hecho de afadir una cierta cantidad
del preparado comercial de MTGasa conlleve un pequefio aumento del contenido de sdlidos en
el producto inicial, el hecho de que el incremento en el rendimiento expresado en términos de
peso seco, en los tratamientos con la enzima, sea independiente de la concentracion de MTG

afiadida, garantiza que el aumento no es debido principalmente a la adicién de preparado.

Mas alld de las diferencias en el rendimiento del queso, se observaron claramente cambios en
el patrén de comportamiento entre los tratamientos, tanto durante el desuerado de la cuajada,
como en las etapas posteriores de procesamiento del queso. Como se observa en la Figura 3.2,
se obtuvieron cantidades significativamente (p<0.05) mayores de suero después del proceso de
corte de la cuajada en muestras tratadas con MTGasa, independientemente de la concentracién
especifica de enzima aplicada. En contraste, los tratamientos enzimaticos implicaron una
reduccion drastica y significativa (p<0.05) en la cantidad de finos recuperados después de la
filtracion de la cuajada. En todas las muestras tratadas con MTGasa, la fraccion de finos
representé menos del 1% del peso de leche usado, mientras que en las muestras Control el valor

obtenido fue de alrededor del 8%.

Teniendo en cuenta estos datos, junto con los correspondientes al rendimiento de produccién,
fue posible calcular las pérdidas no controladas durante el proceso de elaboracion del queso,
constituidas principalmente por el suero eliminado durante la etapa de prensado de la cuajada,
y los granos de cuajada separados ineficazmente del pafio quesero. Como se puede observar en
la Figura 3.2, durante el proceso de elaboracién del queso Control se obtuvieron valores
significativamente (p<0.05) mas altos de pérdidas no controladas, debido particularmente a una
naturaleza mas pegajosa de la cuajada. Minimizar estas pérdidas a través de la actividad de la
MTGasa podria ser realmente interesante para las industrias productoras de queso, con el fin

de mejorar su rentabilidad.
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Figura 3.2. Porcentaje (p/p) de pérdidas no controladas, finos y suero durante el proceso de elaboracion
del quark en funcidn de la concentracion de MTG. Medias * SD (n=3). Las medias dentro de la misma
fraccién, con diferentes letras minusculas, son significativamente diferentes segln el test de separacién
de medias de Tukey (p<0.05)

3.2.3 Analisis composicional de suero y fraccién de finos

Es importante sefialar que, no solo se obtuvieron diferencias en las cantidades de suero
generadas -expresadas en porcentaje de leche empleada- entre el Control y las muestras
tratadas enzimdaticamente, sino también en su composicion quimica, especificamente en
relacidn con los contenidos de humedad y proteina (Tabla 3.1). Los resultados muestran una
reduccion y un incremento significativos (p<0.05) en el contenido de proteina y de agua,
respectivamente, en sueros procedentes de la elaboracion de quesos tratados con MTGasa, en
comparacién con las muestras Control. Ademas, los efectos del tratamiento con MTGasa en
relacidn con la fraccién de suero, en cuanto a la cantidad generada y a su composicién, fueron
independientes de la concentracidon de enzima. En este contexto es importante sefialar que,
considerando el porcentaje de suero y los datos de composicién del suero conjuntamente, se
obtuvo que, no solo los tratamientos enzimaticos, sino también los tratamientos Control, son
semejantes respecto a la cantidad de proteina perdida expresada como porcentaje de leche
(0.46+0.01%, 0.45+0.04%, 0.47+0.07% y 0.44+0.04% para 0, 0.2, 0.4 y 0.6 g MTG-L?,

respectivamente).
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Tabla 3.1. Composicién quimica de suero y de finos, dependiente de la concentracién de MTG empleada
durante la produccion del queso. Medias + SD (n=3). Para el suero, las medias dentro del mismo
parametro con diferentes letras minusculas son significativamente diferentes en funciéon de la
concentracion de MTG, segun el test de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

FRACCION MTG (%) H,0 (%) Proteina (%) Cenizas (%) Calcio (mg-100 g1)
0 94.05+0.74 a 0.91+0.19a 0.72 £0.02 116.7 £ 25.5
0.2 94.48 £0.59 b 0.57+0.05b 0.63+£0.08 121.4+7.4
Suero
0.4 94.48 £+ 0.60 b 0.58+0.09b 0.65 £ 0.02 104.3+7.7
0.6 94.51+0.48 b 0.57+0.07b 0.66 £0.04 113.9+25.9
Finos 0 82.32 £ 1.05 9.04 £ 0.92 0.62 £0.12 124.8+16.1

La leche usada en este estudio contenia 106.6 + 5.5 mg Ca-100 g, coincidiendo con los valores
citados en la literatura (Farran et al., 2004). Unicamente alrededor de un tercio del calcio de la
leche es soluble, viéndose este contenido reducido después del calentamiento de la leche,
particularmente cuando la temperatura esta por encima de los 90 °C (Pouliot et al., 1989). Sin
embargo, durante la coagulacién 4cida, la mayor parte del calcio es solubilizado y removido con
el suero cuando el pH es reducido a 5.1, a una temperatura superior a los 22 °C,
independientemente de si la leche ha sido sometida previamente a un tratamiento térmico o
no, con valores reportados en la literatura de alrededor del 80% (Carbonaro et al., 2000). En el
presente estudio, entre un 70-90% del calcio de la leche se perdié a través del suero, sin
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, incluyendo el Control. Este hecho es
importante debido a que el calcio juega un rol significativo en la mejora del rendimiento del
queso (Lucey y Fox, 1993); si no hay suficiente calcio presente en la leche, la cuajada tiende a

ser suave, incrementando de esta manera las pérdidas de finos.

El analisis composicional de la fraccidn de finos se muestra solo para las muestras Control (Tabla
3.1), debido a la baja cantidad de finos obtenida en los quesos producidos con MTGasa, como
ya se ha indicado anteriormente. En el caso de los quesos Control, se detectaron diferencias
importantes y significativas (p<0.05), al comparar la composicién de finos y suero,
especificamente con respecto a los contenidos de agua y proteina. Los resultados evidencian
que 0.75+0.07 g de proteina se perdieron a través de los finos, por cada fraccién de 100 g de

leche usada en el tratamiento Control, en otras palabras, el 25% de las proteinas de la leche.
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Este porcentaje puede resultar muy alto, considerando que el tratamiento térmico aplicado a la
leche en el presente estudio, antes de su uso, es lo suficientemente intenso como para provocar
la desnaturalizacién de practicamente todas las proteinas del suero (Kessler, 1996) vy, por tanto,
favorecer su incorporacion en la cuajada, gracias a la interaccién principalmente con k-CN
(Guyomarc’h et al., 2003; Donato et al., 2007). Sin embargo, no todas las proteinas séricas se
unen a la micela de caseina después del calentamiento de la leche; una fraccidon considerable
puede formar agregados con otras proteinas del suero. Analisis electroforéticos realizados a la
leche tratada térmicamente que se empled en este estudio (datos no incluidos), concuerdan
completamente con este comportamiento. Algunos autores mantienen que el pH de la leche
pre-tratada puede representar un papel importante en la determinacién de las interacciones
involucradas. A pH<6.6, todas las proteinas séricas desnaturalizadas durante el calentamiento
se unen a la superficie de la micela de caseina, mientras que a pH>6.6 los agregados de proteina
también estan presentes en la fraccién sérica (Vasbinder y De Kruif, 2003). Este comportamiento

estaria de acuerdo con el pH de la leche utilizada en este estudio (6.7).

3.2.4 Analisis composicional del quark

De la informacién contenida en la Figura 3.3 y en la Tabla 3.2, se puede afirmar que el contenido
de agua, proteina y calcio de los quesos quark Control obtenidos en este estudio, son
consistentes con los reportados en la bibliografia para queso fresco (Fox et al., 2017b). De
manera interesante, la Figura 3.3 también muestra que los contenidos de agua y proteina del
quark fueron significativamente (p<0.05) modificados como consecuencia del tratamiento
enzimatico. El andlisis estadistico aplicando un contraste polinomial, evidencia una relacion
cuadratica significativa (p<0.05) entre cada uno de estos pardmetrosy la concentracién de MTG,
pero, mientras que para el caso del contenido de agua se obtuvo una parabola en forma de U,
para el contenido de proteina se observd en forma invertida. Kulozik et al. (2003) obtuvieron
resultados similares en la produccion de queso fresco tradicional lituano tipo cottage, por
coagulacién acida, y, como posible explicaciéon para dicha distribuciéon de proteina en las
diferentes fases sefialan que, en el caso del entrecruzamiento de micelas de caseina, las
proteinas séricas desnaturalizadas pueden actuar como coloide protector, facilitando la
integracién de proteinas en la matriz de cuajada. Asi mismo, las proteinas séricas podrian quedar

retenidas en la red formada por agregacion de las micelas de caseina y, en consecuencia, la
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estructura compacta puede verse alterada, resultando en un ligero incremento en el contenido

de proteina del queso.
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Figura 3.3. Contenido de agua (arriba) y de proteina (abajo) del quark, como una funcién de la
concentracion de MTG empleada en el proceso de produccién. Medias * SD (n=3)

No se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05) en relacidn con los contenidos de cenizas y
calcio de los quesos elaborados, segun los distintos tratamientos aplicados, incluyendo el

tratamiento Control (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Contenido de cenizas y calcio en las muestras de quark, como funcion de la concentracion de
MTGasa. Medias + SD (n=3)

MTG (g-L™Y) Cenizas (%) Calcio (mg-100 g%)
0 0.76 £0.14 87.3+10.4
0.2 0.77 £0.25 73.1+19.0
0.4 0.80+0.21 78.7 £20.3
0.6 0.76 £ 0.10 83.4+25.1
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3.2.5 Perfil proteico

Los efectos del tratamiento de leche precalentada con diferentes concentraciones de MTGasa,
se ven reflejados en los perfiles SDS-PAGE obtenidos bajo condiciones reductoras, tanto para los
quesos Control, como para aquellos tratados enzimaticamente (Figura 3.4). En el gel que
muestra el perfil de las proteinas séricas del quark (Figura 3.4a), la banda correspondiente a la
B-lactoglobulina presenta muy poca intensidad, incluso en el tratamiento Control aun cuando
su presencia es mayor en relacidon con los tratamientos enzimaticos, entre los cuales es dificil
definir un patrén de comportamiento en funcidn de la concentracién de enzima. Por el contrario,
la banda correspondiente a la a-lactoalbumina tiende a ser mds evidente en las muestras
tratadas con enzima en comparacién con las del Control, mostrando una relacién positiva con la

concentracion de enzima.

El entrecruzamiento covalente de proteinas lacteas inducido por la MTGasa, se hizo evidente al
comparar la fraccidn caseinica de los quesos Control, con las de los quesos tratados
enzimaticamente (Figura 3.4b). Estos cambios se presentaron ademdas en una relacion
dependiente de la concentracién, con las bandas correspondientes a las caseinas -
especialmente la B-CN- desapareciendo progresivamente, junto con la aparicion de nuevas
bandas en el extremo superior del gel de electroforesis, representando polimeros de proteina
formados por el entrecruzamiento catalizado por la enzima, con un peso molecular
relativamente alto. En este punto, es relevante mencionar que algunos de los nuevos polimeros
formados fueron incapaces de entrar, ya no solo en el gel separador, sino incluso en el apilador
(informacién no mostrada). Esta es la razén detras de la aparente menor presencia de polimeros
de nueva formacién, observada a medida que aumenta la concentracién de enzima. La
insolubilidad de dichos polimeros bajo condiciones reductoras confirmé la contribucion de las
interacciones covalentes no-disulfuro en su formacién, es decir, la participacién de la MTGasa.
Las caseinas son un excelente sustrato para la MTGasa (O’Connell y Kruif, 2003; Bonisch et al.,
2007); sin embargo, la k- y 3-CNs son las mas susceptibles de ser entrecruzadas por la accion de
la MTGasa, debido a la localizacién en la superficie micelar, en el primer caso y, a la naturaleza

dindmica, en el segundo (Sharma et al., 2001).

Otros autores han reportado previamente resultados similares. En ensayos con leche tratada

con cantidades crecientes de MTGasa, Cozzolino et al. (2003) obtuvieron perfiles SDS-PAGE en
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condiciones reductoras de las proteinas totales de la leche, con un aumento gradual en Ia
cantidad de polimeros de alto peso molecular que no penetraban en el gel apilador, al mismo
tiempo que disminuian progresivamente las bandas correspondientes a las caseinas y proteinas
séricas. Ademas, en el perfil electroforético de las proteinas del suero observaron una
disminucién progresiva con el aumento de concentracion de MTGasa, sugiriendo la
incorporacién de B-lactoglobulina y a-lactoalbimina en las caseinas de la cuajada, junto con el

aumento progresivo en el rendimiento de los quesos por accién de la enzima.
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Figura 3.4. Perfiles SDS-PAGE en condiciones reductoras de las fracciones sérica (a) y caseinica (b) de los
quarks, sometidos a tratamientos con MTGasa a diferentes niveles (0 - 0.6 mg-L!). Std: patrones de peso
molecular

3.2.6 Microestructura del queso

En la bibliografia se encuentran reportados datos de estudios microestructurales que indican la
estabilizacion de la estructura en quesos tratados con MTGasa, debido a los entrecruzamientos
covalentes de las proteinas, mostrando una microestructura completamente homogénea, con
una red mas fina, poros y agregados mas pequefios, y una porosidad mas baja (Lim et al., 2011;
Domagala et al., 2016). En el presente estudio, la microestructura de los quarks preparados con
y sin adicion de diferentes concentraciones de MTGasa estarian de acuerdo con estos autores

(Figura 3.5). Las micrografias correspondientes a los quesos Control muestran una matriz
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parcialmente estructurada, con cadenas delgadas y pequefios poros, lo que estaria de acuerdo
con la alta capacidad de retencién de agua atendiendo al contenido de humedad, pero
mostrando cierta heterogeneidad en su compactibilidad a través del perfil. En contraste,
después del tratamiento de la leche con 0.2 y 0.4 g MTG:L?, la red proteica experimenta cambios
relevantes, presentando una matriz mas estructurada, con la formacién de cadenas de
agregados proteicos mas gruesas, en una relacién dependiente de la concentracion de la enzima,
y mostrando modificaciones en el patrén de porosidad, con poros mas evidentes. Por lo tanto,
la MTGasa parece ser capaz de mejorar la microestructura del queso al modificar el patréon de
gelificacion a través de su actividad de entrecruzamiento. En trabajos similares, en los cuales se
estudiaron la reologia y la estructura de geles de leche desnatada acidificados quimicamente
(glucono-é-lactona), con y sin adicidn previa de MTGasa, Feergemand y Qvist (1997) también
encontraron que los geles tratados enzimaticamente tenian permeabilidades mucho mas bajas
que los geles no tratados, con una microestructura con poros mds pequefios y mucho mas fina.
Estos cambios en la microestructura del queso, en funcidn de la concentracion de MTGasa
afiadida durante el proceso de elaboracidn del queso, estarian relacionados con un grado de
entrecruzamiento diferente, lo que también tendria un efecto positivo en relaciéon con la
sinéresis (Feergemand y Qvist, 1997; Dmytréw et al., 2010). Ademas, los geles de proteina lactea
elaborados tradicionalmente se estabilizan en gran medida a través de interacciones no
covalentes, mientras que la adiciéon de MTGasa cataliza la formaciéon de enlaces covalentes entre
proteinas. La introduccidn de estos nuevos enlaces conlleva a la formacion de geles con una
estructura completamente diferente, como las reportadas anteriormente (Schorsch et al.,

2000).

Sin embargo, con la adicién de 0.6 g MTG-L?, la microestructura parece ser mas compacta que
a concentraciones de enzima mas bajas, siendo semejante a la de los quesos Control, aunque
mas uniforme. Esto podria indicar un efecto de sobredosificacion de la MTGasa, que explica
igualmente cambios en otros parametros del quark en relacion con los dos quesos elaborados

con dosis menores de la enzima.
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Figura 3.5. Micrografias en microscopia electrénica de barrido, mostrando el efecto del tratamiento de
leche para la produccion de queso con MTGasa a diferentes concentraciones, en la microestructura de
los quarks

3.2.7 Textura

Como Gharibzahedi et al. (2018) afirman en su resefia, el efecto de la adicion de la MTGasa en
la estructura y textura del queso es controversial. Diversos estudios reportan un aumento
significativo en la dureza debido al tratamiento enzimatico en quesos tipo Cottage (Mazuknaite
et al., 2013; Cozzolino et al., 2003), queso crema (Han et al., 2003), Danbo UF (Mleko et al.,
2004), panela con formulacién modificada (Salinas-Valdés et al., 2015), mozzarella (Sarghini et
al., 2013), queso fresco probidtico (Radosevic et al., 2007), queso blanco irani (Mahmood et al.,
2009), queso de suero de cabra (Karzan et al., 2016), entre otros, con resultados de textura
dependientes de la concentracion de la enzima. Los resultados del presente trabajo estarian de
acuerdo con estos estudios, ya que la dureza de los quesos tratados enzimaticamente es, para
cualquier concentracién de enzima, significativamente (p<0.05) superior a la de los quesos

Control (Figura 3.6). Sin embargo, dicho parametro muestra diferencias significativas (p<0.05)
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en funcion de la concentracion de enzima anadida, por lo que el maximo incremento en relacién
con el Control se obtuvo aplicando 0.4 g de MTG-L. Mas alla de esta concentracion, la MTGasa
parece tener un efecto perjudicial en la textura del queso. Este comportamiento seria acorde
con el contenido de agua y proteinas, asi como con la microestructura. Otros autores han
evidenciado que la MTGasa puede tener efectos negativos sobre la textura, cuando se usa en
concentraciones superiores a las dptimas (Asagami et al., 1995; Imm et al., 2000; Saguer et al.,
2007), probablemente debido a un entrecruzamiento excesivo que no permite la formacién de
una red de proteinas bien estructurada. Segun O'Sullivan et al. (2002), el entrecruzamiento de
las proteinas por accidn de la MTGasa hace que las micelas de caseina sean extremadamente
estables en presencia de fuerzas disruptivas, por lo que su aplicacidn seria recomendable en

productos lacteos que puedan requerir una mayor estabilidad fisica.
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Figura 3.6. Dureza del queso como una funcion de la concentracion de MTG. Medias * SD (n=3). Letras
minusculas diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre las medias, segun el test de
separacién de medias de Tukey (p<0.05)

3.3 Conclusiones
El tratamiento con MTGasa durante el proceso de elaboracidon de queso fresco tipo quark,

permitié incrementar el rendimiento quesero en un modo dependiente de la concentracidn de

enzima afiadida, dentro del rango ensayado (0.2, 0.4 y 0.6 g MTG-L!), estableciéndose una
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relacion lineal positiva entre ambos pardmetros. Ademas, se observd que este incremento era
debido tanto a un aumento de la cantidad de agua, como de sdélidos lacteos retenidos. Sin
embargo, el patron de comportamiento en funcién de la concentracién de enzima aplicada fue
particular para cada uno de ellos. Mientras que la cantidad de agua retenida aumenté de manera
proporcional a la concentracion de MTGasa, en el caso de los sélidos lacteos el aumento en
relacidn con el tratamiento sin enzima fue independiente de la concentracion. Por otra parte, el
tratamiento con MTGasa favorecié el proceso de desuerado en relacidn con las muestras
Control, y redujo de manera significativa la cantidad de finos de caseinas recuperados durante
esta etapa, lo que fue clave para la mejora del rendimiento quesero. El tratamiento con MTGasa
incrementd también la dureza de los quesos obtenidos bajo cualquier concentracién aplicada,
aungque mostrandose una relacién en forma de pardbola invertida entre dichos parametros. De
hecho, el valor de dureza méaximo se consiguidé aplicando 0.4 g MTG-L}; mientras que el
tratamiento con una concentracidn superior parecié ir en detrimento de las mejoras obtenidas.
Los efectos en la textura fueron coherentes con las micrografias SEM, las cuales mostraron una
red mas uniforme, con poros de menor tamafo y distribuidos de forma mas homogénea, en los
quesos tratados con MTGasa en la concentracidon que se mostré como Optima para la textura.
Cambios en el perfil electroforético de las muestras tratadas respecto a las sin tratar, sugirieron
que las modificaciones en las proteinas lacteas por entrecruzamientos catalizados por accién de

MTGasa, podian estar relacionadas con los cambios observados.

Considerando la informacién expuesta a lo largo del presente capitulo, se puede afirmar que el
tratamiento de leche semidesnatada con MTGasa, para la elaboracién de quesos de coagulacién
acida tipo quark, tuvo un impacto positivo tanto en el rendimiento, como en la textura y la
composicion quimica del producto, coherente con lo observado en los perfiles electroforéticos
de las proteinas lacteas y en las micrografias SEM correspondientes a cada tratamiento. Ademas,
el tratamiento con una concentracién de MTGasa de 0.4 g MTG:-L! puede considerarse el mas

adecuado para la optimizacién de las caracteristicas del quark.
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CAPITULO 4.







CAPITULO 4.

APLICACION DE TRANSGLUTAMINASA MICROBIANA (MTGasa) EN LA
ELABORACION DE QUESOS FRESCOS DE COAGULACION ENZIMATICA

En quesos frescos de coagulacion enzimatica, se ha visto que el momento de aplicacion de la
MTGasa durante el proceso de elaboracion del queso, suele afectar de manera significativa
tanto el tiempo de coagulacién, como las caracteristicas del producto final (Cozzolino et al.,
2003; Di Pierro et al., 2010; Fernandes de Sa y Bordignon-Luiz, 2010). Entre las propiedades que
se han reportado como modificadas por accidn de la MTGasa en estudios previos, se encuentran
algunas tan relevantes para los consumidores, como la textura y determinadas caracteristicas
sensoriales, asi como otras de mayor importancia para los productores, relacionadas con el
rendimiento, la sinéresis, y los contenidos de agua y solidos totales (Huppertz y de Kruif, 2007;

Yuksel et al., 2011; Ozer et al., 2013).

Si bien se pueden encontrar en la bibliografia trabajos aplicando la MTGasa previa, conjunta o
posteriormente a la adicidn del agente coagulante, esta ultima opcién -en la que la hidrélisis de
la k-CN, y por tanto la coagulacion, tiene lugar antes de incorporar la MTGasa- es la que aparece
mas frecuentemente recomendada (Di Pierro et al. 2010; Fernandes De Sa y Bordignon-Luiz,
2010; Yuksel et al., 2011). Sin embargo, experimentos realizados en el contexto de este estudio,
en los que se determind el efecto de la aplicacién de MTGasa durante el corte de la cuajada en
quesos de coagulacion enzimatica, en comparacién con la ausencia de la enzima, no

evidenciaron diferencias entre ellos en cuanto al rendimiento quesero.

Por el contrario, pruebas preliminares aplicando MTGasa en otros momentos del proceso de
elaboracion de queso, sugirieron un potencial de éxito mayor. Es por este motivo que el
presente estudio se centré en determinar si, el tratamiento con MTGasa en una etapa de
incubacién previa a la adicién del cuajo, o bien afiadida juntamente con este, durante el proceso
de elaboracidn de un tipo de queso fresco de coagulacidn enzimatica, conllevaba mejoras en
cuanto a rendimiento quesero y/o calidad del queso obtenido, en relacién con el tratamiento
sin adicidon de dicha enzima. Ademas, el efecto del momento de adicidon de la MTGasa se evalud
para 3 cuajos distintos (dos quimosinas producidas por fermentacién, pero por empresas

distintas, y un agente coagulante de origen flngico) y partiendo siempre de leche cruda, que se
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pasteurizd posteriormente. Los efectos se evaluaron tanto a nivel de las caracteristicas del
proceso, como de los quesos obtenidos. Ademads, para ajustar los pardmetros de proceso de la
elaboracion de los quesos y profundizar en los efectos que supone la adicion de MTGasa, fue
necesario determinar previamente la cinética de coagulacidn de la cuajada para cada uno de los

cuajos, y estudiar de qué manera la adicidn de la enzima afectaba dicha cinética.

4.1 Disefio Experimental

Todos los experimentos realizados en este estudio siguieron un disefio en bloques completos al
azar, en el que los bloques se correspondian con los dias de muestreo de la leche cruda,
recogiéndose muestra en 3 dias distintos para cada experimento. Cada muestra de leche se
dividio en 9 alicuotas para ensayar el efecto de la adicion de MTGasa en dos momentos distintos
durante la obtencion de la cuajada (pre-incubacion durante 30 min antes de la incorporacién del
cuajo, MTG/C; y adicidn conjunta con el cuajo, MTG+C), en comparacion con el tratamiento sin
adiciéon de MTGasa (Control o Ct), empleando siempre la misma concentracidn de dicha enzima,

y utilizando tres cuajos distinto (CHY-MAX, Maxiren y Fromase) para la elaboracién del queso.

Inicialmente se determind la cinética de coagulacion para cada uno de los cuajos, bajo cualquiera
de las condiciones anteriormente mencionadas en relacion con la MTGasa, midiendo la firmeza
de la cuajada durante un periodo de incubacion de 1 h, con el fin de establecer el tiempo de

cuajada y determinar cémo la MTGasa podia modificar la cinética.

Para el estudio del efecto de los factores relacionados con la aplicacion de MTGasa y del tipo de
cuajo utilizado sobre el proceso de elaboracién de queso de coagulacidn enzimatica, se aplicé el
tiempo de coagulacion obtenido en las cinéticas de coagulacién para los respectivos
tratamientos Control. En este estudio se llevd a cabo tanto la determinacién del rendimiento
quesero y la cuantificacién de suero y fracciéon de finos, como el andlisis de la composicidn
guimica de sueros y quesos obtenidos; sobre estos ultimos se realizaron andlisis de textura,

microestructura y perfil electroforético SDS-PAGE en condiciones reductoras.
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4.2 Resultados y discusion

4.2.1 Cinética de coagulacidon de los cuajos

El interés en monitorear la coagulacion de la leche radica en la necesidad del maestro quesero
de reconocer el momento éptimo para iniciar el corte de la cuajada, una vez alcanzada la firmeza
adecuada. Tradicionalmente, esto era determinado de forma subjetiva por el maestro quesero.
En la practica industrial actual, el corte se lleva a cabo de manera mas comun en un tiempo
establecido después de la adicidn del cuajo (Lucey, 2009). El tiempo de corte puede variar entre
20 y 50 min, dependiendo de varios factores como la concentracidn del cuajo, la concentracion
de Ca® -y, por tanto, la adicion de CaCl,-, la temperatura de coagulacion, el pH y cambios

estacionales en la composicion de la leche, entre otros (Lucey et al., 2011; Yuksel et al., 2011).

Las cinéticas de coagulacion obtenidas (Figura 4.1) sefialan que para los tratamientos Control,
independientemente del tipo de cuajo utilizado, se obtiene un producto mayormente cuajado
después de un periodo aproximado de 30 - 35 min, desde la adicién del agente coagulante; a
partir de este momento, todas las cinéticas se van acercando de manera asintética al valor de
firmeza maxima. Los valores de firmeza obtenidos después de 30 min de incubacién fueron 0.47
+0.01 N, 0.46 £0.01 Ny 0.50 £ 0.01 N usando CHY-MAX, Maxiren y Fromase, respectivamente;
mientras que la firmeza méxima se encontraba entre 0.60 y 0.70 N para todos los cuajos. Los
resultados del ANOVA aplicado sobre los valores de firmeza a los 30 min, para los tratamientos
Control, considerando como factores fijos el tipo de cuajo y el tiempo de coagulacion,
evidenciaron un efecto significativo (p<0.05) de ambos factores, sin una interaccion significativa
entre ellos (p>0.05). Como podia esperarse, la firmeza de las cuajadas era significativamente
inferior a los 30 min de incubacién, que a los 60 min y, en cualquiera de los dos tiempos de
medida, los valores fueron significativamente (p<0.05) inferiores en el caso de usar Fromase
como agente coagulante, frente a CHY-MAX y Maxiren, los cuales se comportaban de manera
idéntica. Esto parece ldgico debido a que ambos productos contienen FPC como agente de
coagulacién, presentando la misma secuencia de aminodcidos de la molécula de la que fueron
clonados, es decir, de la quimosina natural de Bos taurus. Como se menciond anteriormente, a
pesar de los cambios moleculares que el microorganismo productor de cada uno haya podido
introducir o no en la secuencia, no se ha encontrado que dichas modificaciones hayan alterado

las propiedades de la FPC, las cuales son casi idénticas a la quimosina de ternero (Andrén, 2011),
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y por lo tanto se presenta de igual forma entre estos dos tipos de cuajo. En cuanto al Fromase,
una proteasa aspartica acida como la quimosina, pero de origen fungico, presenta también la
capacidad de hidrolizar el enlace Phe'®-Met!%, pero causa ademds una extensa hidrdlisis no
especifica tanto de k-CN como de para-k-CN (Crabbe, 2004), lo que podria repercutir en algunas

propiedades del queso.

En la Figura 4.1 también es posible observar que cuando se adiciona la MTGasa en conjunto con
el cuajo, practicamente no hay cambios en la cinética de coagulacidn, mientras que la adicidn
previa de la enzima polimerizadora ralentiza este proceso. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por otros autores, seglin los cuales el tiempo de coagulacién se alarga
considerablemente cuando la leche es tratada con MTGasa previamente a la adicién del cuajo
(Lorenzen, 2000a; O’Sullivan et al., 2002a; Domagala et al., 2016). Incluso se ha observado que,
si los tiempos de incubacién con dicha enzima son excesivamente largos, se puede inhibir
completamente la formacion de la cuajada (Cozzolino et al., 2003; Yiksel et al., 2011). Esto
podria deberse a que el tratamiento con MTGasa dificulta la liberacién del caseinomacropéptido
(CMP) de la k-CN (Huppertz y de Kruif, 2007; Bonisch et al., 2008), aunque hay cierta
discrepancia en la literatura en relacidon con el mecanismo concreto de actuacion durante la
obtencidn de la cuajada. Por un lado, algunos autores indican que la inhibicién de la coagulacion
por parte de la MTGasa se debe principalmente a la inhibicidn de la primera etapa del proceso
de coagulacion, y exponen como posible explicacion que el entrecruzamiento por MTGasa
dificulte la hidrdlisis de la k-CN y, de esta forma, la pérdida del CMP de las micelas, impidiendo
o alargando la coagulacién (O'Sullivan et al., 2002). Por el otro, algunos autores han reportado
que la prolongacién en el tiempo de coagulacién se debe a la inhibicidn de la fase secundaria,
como resultado de la reduccidon en la tasa de agregacién de micelas de para-k-CNs, debido al
incremento en el nivel de estabilizacion estérica (Huppertz y de Kruif, 2007). Otros autores
plantean la posibilidad de que la MTGasa afecte tanto la fase primaria, como la secundaria, ya
que el impacto de la reticulacién de las proteinas en la fase enzimatica de la coagulacién podria
estar relacionado con una inhibicidn de la liberacion del CMP, debido al entrecruzamiento entre
CMP y proteinas aun ligadas a la micela, lo que evitaria la pérdida del primero de la superficie
micelar y, por tanto, impediria que se presente el requisito previo para la coagulacién, que es la

eliminacién de las fuerzas de repulsién (Bénisch et al., 2008; Ozer et al., 2012).
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Figura 4.1. Cinéticas de coagulacidon obtenidas para los distintos cuajos en funcidn del tratamiento
aplicado: O: Control, incubacién solo con cuajo; A: MTG/C, pre-incubaciéon con MTGasa seguida de
incubacidn con cuajo; B: MTG+C, incubacion con MTGasa y cuajo simultaneamente. Medias * SD (n=3)
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A partir de los datos obtenidos en esta parte del trabajo, se establecié un periodo de 30 min de
incubacién del cuajo antes del corte de la cuajada, para la elaboracidon de los quesos de
coagulacién enzimatica, tanto para los tratamientos Control, como para aquellos que incluian la
adiciéon de MTGasa, sin tener en consideracidon su momento de adiciéon durante el proceso de

elaboracion del queso y el efecto que ello conlleva sobre la cinética de coagulacion.

4.2.2 Rendimiento quesero

Los resultados obtenidos en el rendimiento de los quesos de coagulacién enzimatica estan en
sintonia con los reportados en la literatura, en cuanto a que el tratamiento con MTGasa durante
la produccién de queso permite mejorar el rendimiento del producto final (Fernandes de Say
Bordignon-Luiz, 2010; Ozer et al., 2013; Escobar et al., 2014; Domagala et al., 2016). El analisis
estadistico de los resultados de rendimiento de los quesos, considerando tipo de cuajo y
tratamiento con/sin MTGasa como factores fijos, no mostrd una interaccién significativa
(p>0.05) entre ambos, ni tampoco un efecto significativo (p>0.05) del cuajo empleado. Por el
contrario, se observd que, para cada uno de estos, los rendimientos de los quesos tratados con
MTGasa eran significativamente superiores (p<0.05) al rendimiento de los quesos Control
(Figura 4.2). Ademads, no se obtuvieron diferencias significativas (p>0.05) entre los dos
tratamientos con MTGasa, es decir, que la aplicacién de esta enzima en una etapa u otra del

proceso no influye en el rendimiento del producto final.

El rango de valores de rendimiento obtenido para los distintos tratamientos aplicados en
relacidn con la enzima MTGasa, y considerando conjuntamente los resultados de los tres
agentes coagulantes, fue de 17.1% a 20.5% para el tratamiento Control, de 19.2% a 22.6% para
el tratamiento MTG/C, y de 18.5% a 20.9% para el tratamiento MTG+C. Como se puede deducir
de la Figura 4.2, tanto para el tratamiento Control como para el tratamiento MTG+C, los 3
coagulantes se comportaron de una manera muy similar; sin embargo, en el caso del
tratamiento MTG/C, aunque con los cuajos CHY-MAX y Fromase se obtuvieron valores medios
de rendimiento mayores que en el caso de Maxiren, la variabilidad entre repeticiones también
fue mas elevada, indicando ser mas susceptibles a cambios, ya sea en la materia prima o de

proceso.
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Figura 4.2. Porcentaje de rendimiento de quesos de coagulacién enzimatica, en funcién del tratamiento
0 no con MTGasa (MTG), en distintas etapas del proceso de elaboracion de queso (Control, MTG/C,
MTG+C) y del agente coagulante empleado (CHY-MAX, Maxiren, Fromase). Medias + SD (n=3). Letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos relacionados con la MTGasa,
segln el test de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

Otros autores también han estudiado los efectos de la adicidn de la MTGasa en la leche para la
produccién de queso, a través de geles de proteinas lacteas o preparaciones similares. Bonisch
et al. (2008) concluyeron que el incremento en el rendimiento puede atribuirse a una mejora en
la capacidad de retencién del suero, debido a que los geles presentan propiedades fisicas
alteradas por la adicién de la MTGasa. Similar a lo comentado por Ozer et al. (2012), el
tratamiento térmico de la leche a 75 °C durante 20 s, que se llevd a cabo para la elaboracidn de
los quesos de coagulacidn enzimatica, no se espera que cause una desnaturalizacion significativa
de las proteinas séricas; por lo tanto, se podria asumir que la diferencia en los rendimientos de
los quesos tratados, en comparacion con el Control, se debe principalmente a la accion de la
MTGasa. Ambos autores reportaron que el tratamiento mas efectivo en el incremento del
rendimiento de los geles fue el de la adicién simultanea de MTGasa, debido a que los nuevos
enlaces covalentes formados por accién de la MTGasa estabilizan la red del gel, incrementando
la capacidad de retencién de agua del queso. Sin embargo, otros autores mantienen que el
aumento en el rendimiento no es solo debido a la mayor retencidn de la fraccion de suero en el

queso, sino también a un ligero incremento en el porcentaje de proteinas (Ozer et al., 2013).
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Escobar et al. (2014) y Di Pierro et al. (2010), también reportaron resultados respecto al
incremento del rendimiento mediante la adicidon simultdnea de ambas enzimas, aunque en
dichos estudios no se evalué la incubacién previa de la leche con MTGasa, sino que se compard
con la adicién de la MTGasa incorporada después del corte de la cuajada. Escobar et al. (2014)
obtuvieron un aumento de entre el 4% y el 6% de rendimiento en la produccién de queso
Dambo, en relacion con el Control, cuando se adicionaban ambas enzimas al mismo tiempo.
Asimismo, Di Pierro et al. (2010) reportaron que la incorporacién conjunta de cuajo y MTGasa
produjo un aumento en el rendimiento y en el contenido de agua del queso tratado, pero
obteniendo un contenido total de proteina superior cuando se adicionaba la MTGasa después
del corte de la cuajada. Por su parte, Domagala y su equipo (2016) llevaron a cabo un estudio de
las propiedades de geles de proteina lactea, elaborados bajo diferentes condiciones de
incubaciéon de la MTGasa, previas a la adicién del cuajo y en adicidon simultdnea con este,
llegando a la conclusion de que es posible obtener un queso de coagulacidén enzimatica con
propiedades nutricionales y de textura modificadas, asi como rendimiento mejorado, mediante
la accién de la MTGasa, pero recomendando la adicién simultanea de cuajo y MTGasa en el

proceso de produccion.

A la hora de escoger lo que puede reportar cada tratamiento para la industria productora de
quesos, se deben tener en cuenta no solo los resultados de rendimiento, sino también los costos
asociados a los cambios que pueda implicar a nivel del proceso de produccién. Por un lado, se
podria considerar que, en nuestro estudio, los mayores rendimientos se pueden alcanzar con el
tratamiento MTG/C, es decir, llevando a cabo una pre-incubacién de 30 min de la MTGasa, antes
de laincorporacion del cuajo, lo que implica un proceso de 60 min, teniendo en cuenta el tiempo
de coagulacion establecido para el proceso de produccidn del tipo de queso evaluado. Sin
embargo, la variabilidad obtenida no permite diferenciarlos, desde un punto de vista estadistico,
de aquellos rendimientos obtenidos con el tratamiento MTG+C, el cual requiere solo un periodo
de 30 min de incubacion con enzimas. Por lo tanto, en las condiciones de proceso aplicadas en
el presente estudio, resulta mas provechoso el incremento en el rendimiento obtenido con el
tratamiento MTG+C, debido al ahorro en tiempo de proceso que se consigue. En la produccion
del queso Dambo uruguayo también se considerd, a efectos practicos, que el tratamiento de
adiciéon de la MTGasa conjuntamente con el cuajo, era el mas facil de implementar en las
condiciones de la industria y de acuerdo a la infraestructura que se maneja en las queserias de

este tipo, ya que simplemente se requeria incorporar un ingrediente mas al proceso, sin
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necesidad de modificar las condiciones de fabricacidn, nuevo equipamiento o entrenamiento
del personal (Escobar et al., 2014), aunque para tomar una decisidn se hace necesario evaluar
otros parametros del proceso y las propiedades del producto final. Sin embargo, podria ser
interesante mejorar las condiciones de proceso en el tratamiento MTG/C, para obtener

rendimientos elevados de manera mas reproducible.

En cuanto a la fraccidn de finos, el andlisis estadistico de los datos mostré que no habia un efecto
significativo (p>0.05) del tipo de cuajo empleado, sobre el porcentaje de finos obtenido,
calculado en relacién con el peso inicial de leche. Por el contrario, si se obtuvieron diferencias
significativas (p<0.05) entre tratamientos con y sin adicién de MTGasa, durante el proceso de
elaboracion de queso. La no significacion (p>0.05) de la interaccion entre ambos factores indica
gue el comportamiento en funcién de los distintos tratamientos es independiente del tipo de

cuajo utilizado.
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Figura 4.3. Porcentaje de la fraccidén de finos de los quesos de coagulacion enzimdatica en funcion del
tratamiento o no con MTGasa (MTG), en distintas etapas del proceso de elaboracién de queso (Control,
MTG/C, MTG+C) y del agente coagulante empleado (CHY-MAX, Maxiren, Fromase). Medias + SD (n=3).
Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos en relaciéon con la
aplicacién o no de MTGasa, segun el test de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

Tal y como puede observarse en la Figura 4.3, en los tratamientos Control (sin MTGasa), el

porcentaje de finos obtenido era significativamente menor (p<0.05) que en el caso de los quesos
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elaborados afiadiendo el agente coagulante 30 min después de la adicion de la MTGasa
(MTG/C). Mientras que, cuando se aplicaban simultdneamente ambas enzimas, el porcentaje de
finos no se mostraba significativamente (p>0.05) diferente de ninguno de los otros dos
tratamientos. Sin embargo, a pesar de las diferencias establecidas entre los tratamientos con y
sin MTGasa a partir del analisis estadistico, cabe sefialar que los valores obtenidos pueden
considerarse bajos para todos los tratamientos. El rango de valores obtenidos para los
tratamientos Control, MTG/C y MTG+C fueron 0.28%-0.92%, 0.51%-3.08% y 0.41-1.62%,
respectivamente, lo que denota mermas poco relevantes del proceso, en comparacion con otros
beneficios, como el incremento en el rendimiento que registraron los quesos tratados con

MTGasa.

Se ha indicado que la firmeza del gel al momento del corte de la cuajada es importante para la
textura final del queso, pero también para maximizar la transferencia de caseinas y grasa a la
cuajada. De esta forma, el corte de cuajada llevado a cabo tanto por debajo como por encima
de un nivel critico puede llevar a la pérdida de finos de caseina en el suero y, por consiguiente,
a una disminucion en el rendimiento del queso (Riddell-Lawrence y Hicks, 1989; Johnson et al.,
2001; Walstra et al., 2006). De acuerdo con lo anterior y teniendo en cuenta los datos de
porcentaje de finos obtenidos en el presente estudio, se podria considerar que el momento de
corte establecido fue adecuado, ya que los quesos Control presentaron una pérdida minima de
finos; y que posiblemente los tratamientos con MTGasa pudieron haber requerido un tiempo

minimo adicional, para asegurar una pérdida menor de finos.

4.2.3 Composicion quimica de suero y queso

En la Tabla 4.1 se muestra el contenido de agua, proteina, cenizas y calcio de los sueros
obtenidos durante el proceso de elaboracién de quesos frescos de coagulacion enzimatica, en
funcidén del tipo de agente coagulante y de la adicidn o no de la enzima MTGasa. Tal y como era
de esperar, el contenido de agua era muy elevado en todas las muestras de suero analizadas,
obteniéndose siempre valores entre el 91% y el 95%. Los resultados del ANOVA aplicado sobre
estos datos indicaron que el porcentaje de agua no dependia significativamente (p>0.05) ni del
tipo de cuajo afiadido para la obtencidn de la cuajada, ni del tratamiento relacionado con la

MTGasa. Tampoco se observd un efecto significativo de dichos factores sobre el contenido de
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calcio del suero; los valores se encontraron dentro de un rango de 17.32 - 21.86 mg-100 g de

suero.

Tabla 4.1. Composicidn quimica de los sueros obtenidos durante el proceso de elaboracidon de quesos
frescos de coagulacidn enzimatica en funcidn del agente coagulante utilizado y del tratamiento o no con
MTGasa. Medias = SD (n=3). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los
distintos cuajos utilizados, segun el test de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

Agente Tratamiento H20 (%) Proteina (%) Cenizas (%) Calcio
Coagulante (mg-100 g?)
Control 93.80 + 1.23 0.94 +0.04 B 0.50 + 0.08 B 203+5.38
CHY-MAX MTG/C 93.12+1.27 0.92+0.02B 0.48+0.14B 17.7+6.5
MTG+C 92.63 +0.96 0.94 +0.06 B 0.54+0.16 B 17.3+5.6
Control 92.58+0.40 | 0.89+0.01AB 0.46 + 0.06 B 17.9+16
Maxiren MTG/C 92.62+1.28 | 0.90+0.04 AB 0.47 +0.04 B 19.3+4.0
MTG+C 92.88+1.28 | 0.90+0.04 AB 0.49 +0.09 B 19.2+3.8
Control 93.51+2.03 0.87+0.02 A 0.41+0.07 A 18.4+3.6
Fromase MTG/C 92.59 +1.22 0.88+0.01 A 0.39+£0.07 A 213+£32
MTG+C 92.64 +0.27 0.88+0.02 A 0.41£0.05 A 219457

Por el contrario, si se presentaron diferencias significativas (p<0.05) por efecto del cuajo, tanto
en el contenido de proteinas, como de cenizas, aunque para los dos parametros se obtuvieron
valores relativamente bajos, en concordancia con los elevados valores de contenido de agua. En
este sentido, se reportaron valores significativamente inferiores (p<0.05) de contenido de
proteina cuando se empled el coagulante de origen fingico (Fromase) en relacién con los
obtenidos utilizando CHY-MAX, mientras que con Maxiren, los resultados obtenidos no se
diferenciaban significativamente (p>0.05) de ninguno de los dos anteriores. A esta misma
conclusiéon se llegd expresando las pérdidas de proteina a través del suero, en porcentaje
respecto al peso inicial de leche, y teniendo en cuenta la fraccidn de suero. Las pérdidas
computadas para cada uno de los cuajos, considerando todos los datos independientemente del
tratamiento o no con MTGasa, fueron 0.69+0.02%, 0.71+0.02% y 0.72+0.04% para Fromase,
Maxiren y CHY-MAX, respectivamente. Estos resultados contrastan con la bibliografia
consultada, donde se ha reportado que una baja especificidad por parte del agente coagulante

empleado en la producciéon del queso puede resultar en una mayor pérdida de péptidos en el
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suero, debido a la escisidon de otros enlaces peptidicos diferentes al Phel®-Met!% de la k-CN, lo
que podria acompafiarse de una reduccién en el rendimiento de entre 0.3% - 0.7% y un
contenido superior de proteina en el suero (Emmons, 1990; Emmons et al., 1990; Emmons y

Binns, 1990; Jacob et al., 2011).

En relacién con el contenido de cenizas, los resultados del analisis estadistico fueron muy
similares a los del contenido en proteina, aunque en este caso, utilizando las dos quimosinas
obtenidas por fermentacién se obtuvieron valores significativamente (p<0.05) superiores a los
del agente de origen fungico. De cualquier modo y a pesar de las diferencias estadisticas
reportadas, en la practica, los cambios en los contenidos de proteinas y de cenizas entre sueros
procedentes de elaboraciones utilizando los diferentes agentes coagulantes, fueron minimos y

no denotan gran importancia para el analisis del presente estudio.

Tabla 4.2. Composicidon quimica de los quesos frescos de coagulacion enzimatica, en funcion del agente
coagulante utilizado y del tratamiento o no con MTGasa. Medias  SD (n=3). Letras mayusculas diferentes
indican diferencias significativas entre cuajos, mientras que letras minusculas diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos en relacion con la aplicacidon o no de MTGasa, segun el test
de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

Agente TRATAMIENTO H20 (%) Proteina (%) Cenizas (%) Calcio
Coagulante (mg-100 g?)
Control 60.34 £ 2.37 12.45+1.57 1.81+0.05 265.9+29.1B
CHY-MAX
MTG/C 64.07 £ 1.07 13.59+1.55 1.72 £ 0.06 266.9+38.6B
MTG+C 61.24 £ 0.96 13.93+0.88 1.70+£0.08 272.4+42.28B
Control 59.29 £0.15 14.36 £1.15 1.77 £0.05 269.3 £+51.3 AB
Maxiren
MTG/C 63.22£2.47 13.63+£0.61 1.68 +0.11 211.8+41.6 AB
MTG+C 61.53 £0.95 13.99+0.46 1.74 £ 0.07 248.1 £+ 9.0 AB
Control 58.04+0.89a 14.34 £ 0.73 1.74 £ 0.07 230.5t64.0A
Fromase
MTG/C 65.54+0.33 ¢ 13.80+1.07 1.69 £ 0.07 219.8+18.1A
MTG+C 64.06+0.79b 14.01+1.05 1.69+0.02 260.3+37.8A

La Tabla 4.2 detalla los porcentajes obtenidos para los contenidos de agua, proteinas, cenizasy
calcio de los quesos Control y tratados con MTGasa, elaborados con los tres tipos de coagulante

diferentes. De acuerdo con el analisis estadistico aplicado a los datos de composicidn, no se
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encontraron diferencias significativas (p>0.05) ni por efecto del agente coagulante, ni del
tratamiento aplicado en relacién con la MTGasa, en lo que respecta al contenido de proteina y
de cenizas de las diferentes muestras de queso. Por el contrario, el ANOVA realizado para el
contenido de agua evidencid una interaccién significativa (p<0.05) entre el tipo de coagulante
empleado y el tratamiento en relacién con la MTGasa, por lo que el efecto de este ultimo se
analizd para cada uno de los agentes coagulantes por separado. Para CHY-MAX y Maxiren, no se
obtuvieron diferencias significativas (p>0.05) en el contenido de agua de los quesos, en funcién
del tratamiento con/sin MTGasa, mientras que si resulté significativo (p<0.05) en el caso de
Fromase. De acuerdo con los resultados del test de separacién de medias de Tukey, para este
tipo de coagulante se obtuvo que todos los tratamientos eran significativamente (p<0.05)
diferentes entre ellos por lo que respecta al contenido de agua, siendo el tratamiento MTG/C el
de mayor porcentaje, aunque no muy superior al de los quesos sometidos al tratamiento
MTG+C. En los quesos Control, el contenido de agua era un 6-7% menor que en los tratamientos
con MTGasa. Globalmente, estos resultados de humedad se encuentran en sintonia con los
resultados obtenidos para el rendimiento de los quesos, es decir, los resultados evidencian un

cierto paralelismo entre rendimiento quesero y contenido de agua de los quesos.

Resultados similares a los obtenidos para el tratamiento MTG+C fueron reportados por
Cozzolino et al. (2003) y Di Pierro et al. (2010), cuando estudiaron la adicién simultanea de
MTGasa y cuajo -quimosina en ambos casos- en la produccidn de queso, en donde el porcentaje
de proteina no se veia afectado, mientras que el contenido de agua del queso se incrementaba.
Segun estos ultimos autores, el incremento en el contenido de agua del queso se debe al cambio
en la estructura de las micelas de caseina antes y después de la reaccidn de coagulacion. En
efecto, la humedad del queso depende de la sinéresis que se produce durante el proceso de
produccién de la cuajada, que a su vez se ve afectada tanto por su encogimiento, como por la
reorganizacion de la red de micelas de para-x-CN del gel (Walstra, 1993). De acuerdo con sus
conclusiones, cuando se afladen conjuntamente ambas enzimas, el cuajo tiene tiempo suficiente
para hidrolizar la k-CN y producir micelas de para-k-CN, con su consecuente floculacidn. La
reaccion del cuajo sobre la k-CN antes de la agregacion, altera la conformacién de la micela de
caseina liberando as-CN, que es igualmente susceptible de convertirse en sustrato de la MTGasa,
siendo covalentemente retenida en la cuajada; con lo cual concluyen que los enlaces covalentes
catalizados por la MTGasa estabilizan las micelas de para-k-CN, disminuyendo el encogimiento

de la cuajada, y por consiguiente aumentando la cantidad de suero (agua) retenido en la misma.

89



En la cuantificacion de calcio de los quesos, los resultados indicaron que no habia una
interaccion significativa (p>0.05) entre tratamiento con/sin MTGasa y el tipo de agente
coagulante empleado, ni un efecto significativo (p>0.05) del primero, en contraste con el tipo
de coagulante. De esta forma, el mayor contenido de calcio se encontré en los quesos
elaborados con CHY-MAX, dentro de un rango de 265.91 - 272.45 mg-100 g%; mientras que el
menor se obtuvo en los quesos con Fromase, con valores de 219.82 - 260.25 mg-100 g*. Los
quesos en los cuales se aplicd el Maxiren, tuvieron un contenido intermedio entre 211.85 -

269.29 mg-100 g,

4.2.4 Textura del queso

La evaluacion de la textura final de las diferentes muestras de queso refleja una disminucion
significativa (p<0.05) en la dureza de los quesos tratados con MTGasa, en comparacion con el
tratamiento Control. Asimismo, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre los
tratamientos enzimaticos aplicados en relacion con la MTGasa, MTG/C y MTG+C. Como se
aprecia en la Figura 4.4, las muestras Control de cada cuajo registraron los mayores valores de
dureza entre los quesos, seguidos de forma descendente por los quesos con el tratamiento
conjunto de MTGasa y cuajo (MTG+C). Estos presentaron valores intermedios entre los
controles y las muestras tratadas con incubacién previa de la enzima polimerizadora (MTG/C),
las cuales reportaron las texturas mas bajas entre los tratamientos. En cuanto a los tipos de
cuajo, el andlisis estadistico indicd que este factor no tenia una influencia significativa (p>0.05)

sobre la dureza del queso en las condiciones ensayadas en el presente estudio.

Otros estudios han demostrado que el tratamiento con MTGasa —aunque en condiciones
ligeramente distintas a las aplicadas en el presente estudio- puede afectar el proceso de
coagulacién de la leche, inhibiendo la liberacién del CMP de las micelas de caseina, debido al
entrecruzamiento de las proteinas por accion de la MTGasa (O’Sullivan et al., 2002; Bonisch et
al., 2008; Ozer et al., 2012), resultando en un mayor rendimiento del queso pero en una
disminuciéon de la textura (Ozer et al., 2013), de forma similar a los resultados que se han

obtenido en el presente estudio.
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Figura 4.4. Dureza de los quesos en funcién del tratamiento o no con MTGasa (MTG), en distintas etapas
del proceso de elaboracion de queso (Control, MTG/C, MTG+C) y del agente coagulante empleado (CHY-
MAX, Maxiren, Fromase). Medias + SD (n=3). Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos en relacién con la aplicacién o no de MTGasa, segun el test de separacién
de medias de Tukey (p<0.05)

Yiksel et al. (2011) investigaron el efecto de la adicion de MTGasa en diferentes momentos de
aplicacion -previamente, simultaneamente y después de la adicidn del cuajo- analizando
detalladamente la hidrdlisis del CMP durante la coagulacion. La adicidn de la MTGasa previa al
cuajo se hizo con un tiempo de incubacidn de 90 min, impidiendo completamente la separacidn
del CMP y la formacion del gel, como resultado de la creaciéon de nuevos enlaces covalentes
entre las moléculas de k-CN, ante lo cual se concluyd que posiblemente al cuajo le fue imposible
acceder al enlace Phel®-Met!%, debido a la reorganizacion de la estructura de micelas de
caseinas, por el entrecruzamiento intramolecular de las k-CNs catalizado por la MTGasa.
Considerando los resultados de textura expuestos anteriormente para el presente estudio, se
podria afirmar que en el caso del tratamiento MTG/C, en el que la textura de los quesos se vio
reducida, pudo haberse producido cierto grado de entrecruzamiento de las moléculas de k-CN,
provocando la disminucion en el nivel de CMP liberado en el suero y, por tanto, la accién del
cuajo se dio en menor medida. De esta manera el gel formado presenté una dureza menor,
derivando en una textura inferior del producto final. Sin embargo, debido a que el tiempo de

incubacién de la leche con MTGasa fue menor al reportado por Yiksel et al. (2011), el grado de
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entrecruzamiento de las k-CNs pudo haber sido menor, posibilitando la coagulacién de la leche

tratada.

Mientras que, de manera semejante a lo ocurrido en el tratamiento MTG+C, donde se
adicionaron conjuntamente ambas enzimas, los resultados de Yiksel et al. (2011) indicaron que
cierta cantidad de moléculas de k-CN habia sido hidrolizada por el cuajo, al tiempo que en la
parte restante se creaban enlaces intramoleculares por accién de la MTGasa. El hecho de que
se haya presentado una hidrolisis de k-CN lo suficientemente alta, pudo haber incrementado la
hidrofobicidad por la presencia de para-k-CN, causando la agregacién de las proteinas y la
formacién de la red tridimensional. Se concluyé ademas, que el hecho de que la dureza del gel
aumentara con el avance de la coagulacién, demostré que igualmente la presencia de la MTGasa
pudo haber causado el entrecruzamiento intermolecular entre micelas con para-k-CN y/o las
micelas floculadas, estabilizando la estructura micelar mediante los nuevos enlaces covalentes,
y mejorando las propiedades de textura del gel. En consecuencia y volviendo al analisis de los
resultados del presente estudio, los quesos tratados con MTGasa mediante el tratamiento
MTG+C, presentaron una textura superior a los del tratamiento MTG/C, pero inferior a la de los
quesos Control, en los que no hubo interferencia del proceso de coagulacion al no haberse
aplicado ningun tratamiento con MTGasa. Domagala et al. (2016) obtuvieron resultados
similares, en cuanto a que la adicidn simultdnea de MTGasa y cuajo dio como resultado una
dureza superior, en comparacidon con los quesos tratados con la enzima antes de la
incorporacién del cuajo, concluyendo por su parte que el momento de adicién de la MTGasa

tuvo un papel decisivo sobre las propiedades de textura de los quesos.

Debido a que la textura es un parametro fundamental en la aceptabilidad del producto final por
parte del consumidor, se llevd a cabo un analisis de textura de tres quesos comerciales frescos
de coagulacién enzimatica (elaborados con leche de vaca, de manera tradicional). Este se realizo
como marco de referencia del presente estudio, con el fin de conocer en qué rango de textura
se encuentran los quesos comerciales que se consumen de forma regular en el mercado local,
para tener una idea del nivel de aceptacion que tendrian los quesos experimentales en cuanto
a la textura. Las medidas de textura de los quesos comerciales se realizaron siguiendo el mismo
protocolo descrito para las muestras experimentales. Los resultados obtenidos indican que los
quesos comerciales se encuentran dentro de un rango de textura de 2.23 N - 2.95 N.

Curiosamente, las texturas que mas se acercan a estos valores son las de los quesos
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experimentales preparados con el tratamiento MTG/C, es decir, los que presentan las texturas
mas bajas del estudio, en un rango de 2.34 N - 2.83 N. Los valores de dureza de los quesos
Control y MTG+C se encuentran por encima de 3.0 N y su textura, en comparacidn con los quesos

comerciales, podria considerarse mas dura de lo habitual.

Otros autores han reportado resultados similares en cuanto al efecto de la MTGasa en cambios
en la microestructura, acompafiados de una reduccién en la textura del queso. Se ha informado,
por ejemplo, de una disminucidn en la textura del queso blanco en salmuera bajo en grasa, con
un aumento en la porosidad, debido al entrecruzamiento de proteinas del suero por accién de
la MTGasa (Sayadi et al., 2012 y 2013). Gharibzahedi et al. (2018) indican en su resefia
bibliografica, que la disminucién en la dureza del queso puede estar relacionada con un
incremento en las moléculas de agua retenidas en la red proteica, proporcionando una mayor

flexibilidad a la estructura a través del rol lubricante-plastificante del agua (Sayadi et al., 2013).

4.2.5 Perfil proteico

En los perfiles electroforéticos de las fracciones caseinicas de los quesos de coagulacién
enzimatica, que se aprecian en la Figura 4.5, se puede observar claramente en la parte superior
del gel, la aparicion de nuevas bandas alrededor de los indicadores de peso de 50 kDa y 250 kDa,
gue no se encuentran en las muestras Control y que podrian tratarse de dimeros, trimeros o
polimeros formados entre proteinas séricas y/o caseinas debido a la presencia de la MTGasa.
Algunas de estas nuevas formaciones proteicas alcanzan a ingresar al gel apilador, e incluso
atravesarlo. Asimismo, es posible observar unas bandas oscuras correspondientes a polimeros
mucho mds complejos en el limite superior del gel en todos los tratamientos con MTGasa,
incapaces de atravesarlo, confirmando igualmente la polimerizacion de las proteinas lacteas y la
formacién de polimeros de alto peso molecular, por el tratamiento enzimatico con MTGasa, ya

gue estas bandas no son visibles en los perfiles de los quesos Control (Ct).

Para las bandas correspondientes a as- y B-CNs, es posible ver una disminucion de su tamafio en

las muestras tratadas con MTGasa, en comparacion con los controles. Sin embargo, en el caso
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de los quesos de coagulacién enzimatica, la hidrélisis de la k-CN por efecto del cuajo hace que

dicha proteina no aparezca ni siquera en los perfiles correspondientes a las muestras Control.

Polimeros
MTGasa

a;-CN

Para-x-CN
a-LA

Productos

de bajo peso
molecular

-

—
Std Ct MTG/C MTG+C Ct MTG/C MTG+C Ct MTG/C MTG+C
Fromase CHY-MAX Maxiren
Tratamientos

Figura 4.5. Perfiles SDS-PAGE en condiciones reductoras de las fracciones caseinicas de los quesos de
coagulacidon enzimdtica, en funcion del tratamiento o no con MTGasa (MTG) en distintas etapas del

proceso de elaboracion de queso (Ct, MTG/C, MTG+C) y del agente coagulante empleado (Fromase, CHY-
MAX, Maxiren)

En la parte inferior del gel, se observa una banda mas difusa, correspondiente a productos de
bajo peso molecular, notando un ligero incremento de su intensidad en los controles de los tres
cuajos, en comparacién con las muestras tratadas enzimaticamente, lo cual podria estar
relacionado con la incorporacion de dichos residuos proteicos en los nuevos polimeros
formados, y que habrian sido incorporados en el queso por el entrecruzamiento catalizado por
la MTGasa. Muy cerca a esta banda, y por debajo del estandar de peso de 15 kDa, se observa
una banda gruesa, en la cual se encuentran muy préximas la para-k-CN -con un peso molecular
cercano a los 13 kDa- (Azuma et al., 1984) y la a-lactoalbimina (Ong et al., 2006). La presencia
de la para-k-CN seria un indicador de que el proceso de coagulacién y la accidn del cuajo como

tal en la hidrélisis de la k-CN, no se vio afectado por la accién de la MTGasa sobre las micelas de
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caseina, y de manera especial sobre la k-CN. La similitud en las bandas de este tipo en muestras
tratadas con MTGasa indicaria que los tiempos de adiciéon de la enzima evaluados en este
estudio, no fueron determinantes en la accién de la enzima sobre estas proteinas lacteas. En
cuanto al tipo de coagulante, se aprecia un comportamiento diferencial entre los FPC y el cuajo

de origen fungico.

4.2.6 Microestructura del queso

Las micrografias obtenidas mediante SEM, de los quesos elaborados con y sin MTGasa para los
cuajos CHY-MAX, Maxireny Fromase, se presentan en las Figuras 4.6, 4.7 y 4.8, respectivamente.
En ellas se puede observar como la microestructura de los quesos se vio afectada tanto por el
tipo de cuajo empleado en cada caso, como por la presencia de la MTGasa, con cambios
evidentes incluso entre los dos tratamientos distintos con dicha enzima. En consecuencia, se
podria afirmar que la homogeneidad y el tamafio de los poros dependen tanto de la adicidn de
la MTGasa, como del tipo de coagulante que se aplique. En este sentido, Schorsch et al. (2000)
sefialan que, con la introduccion de enlaces covalentes en sistemas de proteina lactea, se puede
esperar la obtencién de geles con una estructura diferente a la de los geles tradicionales, ya que
se considera que la estabilidad de los tradicionales esta dada principalmente por interacciones

débiles no covalentes.

En relacién con el efecto de los cuajos sobre la microestructura, se hace evidente que cada uno
provoca un tipo de estructura diferenciada por la forma y distribucién de los poros, asi como por
el arreglo de los agregados de proteina en general. Esto puede resultar sorprendente en el caso
de CHY-MAXy Maxiren dado que en ambos casos se trata de la misma enzima; sin embargo, hay
que tener en cuenta que la actividad de las enzimas puede verse facilmente modificada, ain por

pequefios cambios.

En cuanto a la MTGasa, las micrografias de los quesos Control presentan una estructura
heterogénea, con poros de tamano variable, en comparacién con los quesos tratados con la
enzima. En las imagenes del tratamiento MTG/C, la microestructura se presenta mucho mas
organizada y uniforme, con poros mas definidos y en mayor cantidad. Mientras que en el

tratamiento MTG+C se reduce en cierto grado la uniformidad en la distribucidn de los poros y
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se obtiene una estructura con caracteristicas intermedias entre las obtenidas para los
tratamientos Control y MTG/C. La microestructura de los quesos Control se observa mas
compacta, en contraste con la de los tratamientos con MTGasa que presentan un cambio en el
patrén de porosidad lo que permitiria retener una mayor cantidad de agua, coincidiendo con los
resultados de los analisis de composicion. De esta forma, los cambios en la microestructura
estarian también en sincronia con los resultados de rendimiento obtenidos para los quesos
tratados con MTGasa, y con los valores de textura reportados para los mismos quesos. En este
sentido, un mayor rendimiento estaria inversamente relacionado con la dureza de los quesos.
Resultados similares han sido reportados por otros autores (Kuraishi et al., 1997; Di Pierro et al.,

2010).

MTG+C

STRUAG 7.8 kV X2.80K 1S.8xm STRUdG 7.9 k

Figura 4.6. Micrografias SEM de los quesos de coagulacidon enzimatica elaborados con CHY-MAX, en
funcién del tratamiento o no con MTGasa (MTG), en distintas etapas del proceso de elaboracion de queso
(Ct, MTG/C, MTG+C)
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Figura 4.7. Micrografias SEM de los quesos de coagulacion enzimatica elaborados con Maxiren, en funcidn
del tratamiento o no con MTGasa (MTG), en distintas etapas del proceso de elaboracién de queso (Ct,
MTG/C, MTG+C)
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Figura 4.8. Micrografias SEM de los quesos de coagulacién enzimatica elaborados con Fromase, en funcién
del tratamiento o no con MTGasa (MTG) en distintas etapas del proceso de elaboracién de queso (Ct,
MTG/C, MTG+C)
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4.3 Conclusiones

Globalmente, el presente estudio muestra que los tratamientos con MTGasa previamente a la
adicién del cuajo o conjuntamente, independientemente del tipo de cuajo, permiten
incrementar el rendimiento quesero en un grado similar. Aunque esto parece estar relacionado
con la disminucién de la dureza de los quesos tratados en relacién con los quesos Control, los
valores obtenidos pueden considerarse adecuados teniendo en cuenta las caracteristicas
texturales de los quesos comerciales. Estos resultados contrastan con los mostrados por otros
autores, segun los cuales los mejores resultados se obtienen cuando el tratamiento con MTGasa
se realiza conjuntamente con el cuajo o después de la coagulacién en comparacion con el
tratamiento enzimatico previo, lo que atribuyen a un posible impedimento en la accion del cuajo
por entrecruzamientos iniciales del dominio C terminal de la k-CN rica en residuos de glutamina
por accion de la MTGasa (Fernandes de Sa y Bordignon-Luiz, 2010). Teniendo en cuenta lo
expuesto hasta el momento y considerando que un aumento del tiempo de incubacién previo
al corte de la cuajada aumentaria los costos de produccidn, el tratamiento MTG+C podria

considerarse el mas adecuado desde un punto de vista empresarial.
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CAPITULO 5.







CAPITULO 5.

ELABORACION DE ANALOGOS DE QUESO DE COAGULACION ENZIMATICA CON
ADICION DE TRANSGLUTAMINASA MICROBIANA (MTGasa)

El objetivo de este apartado del trabajo fue elaborar y caracterizar andlogos lacteos que se
asemejaran a un tipo de queso fresco de coagulacién enzimatica, a partir de un concentrado de
proteina de leche (MPC en sus siglas en inglés) y de nata comercial, utilizando dos cuajos
diferentes (CHY-MAXy Fromase), y evaluar el efecto de la adicién de distintos niveles de MTGasa
durante el proceso de elaboracidon del andlogo sobre las caracteristicas del producto final.
Concretamente, el presente trabajo se centrd en determinar los efectos de los factores
anteriormente mencionados en la textura de los andlogos de queso y su capacidad de retencidn

de agua.

Cabe sefialar que este estudio se planteé como una aproximacién a la obtencién de quesos
frescos ultrafiltrados (UF), en cuya elaboracion la leche previamente pasteurizada se somete a
un proceso de ultrafiltracion para concentrar la proteina y la grasa de la leche, eliminandose a
través del permeado azucares y sales, entre otros. Una vez concentrada la leche, el queso se
obtiene cuajandola en el mismo envase en el que se va a comercializar, ya sea afadiendo
fermentos o cuajo, de manera que no hay pérdidas de materia. Algunos fabricantes de
instalaciones para la elaboracién de quesos UF mantienen que se requiere hasta un 20% menos

de leche para producir la misma cantidad de queso fresco (pH OSVER Fluids Engineering, 2013).

Para la realizacion de este estudio, se partié de una mezcla de MPC y nata en unas cantidades
tales que permitieran obtener valores de contenido en proteinay grasa similares a los de quesos
frescos UF, y se apostd por la coagulacion enzimatica con la intencién de obtener un producto
tipo queso de Burgos, elaborado con leche de vaca, muy popular en la actualidad entre los
consumidores espafioles, y que se caracteriza por su color blanco, su sabor suave y su textura

blanda.
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5.1 Diseiio Experimental

Se aplicé un disefio en bloques completos al azar, considerando los dias experimentales (3) como
bloques, para determinar los efectos del tratamiento de la mezcla de MPC y nata comercial con
distintos niveles de MTGasa, en funcién del tipo de cuajo utilizado (CHY-MAX o Fromase), sobre:
a) la textura de los andlogos de queso a partir de la determinacidn de la dureza, la firmeza, la
consistencia y la adhesividad; b) su capacidad de retencién de agua, determinada utilizando un
método basado en la sinéresis forzada; y c) los perfiles proteicos de la fraccidn caseinica de los
analogos de queso obtenidos mediante la técnica SDS-PAGE en condiciones reductoras. Para
cada tipo de cuajo, se ensayaron tres niveles diferentes de MTGasa (1, 3y 5 U-glde proteina,

equivalentesa 1,3y 5 g MTG-kg?) junto con el tratamiento Control (0 U-g* de proteina).

Ademas, se llevd a cabo una caracterizacién fisicoquimica tanto de los ingredientes utilizados
para la obtencidn de los analogos de queso como de los andlogos obtenidos, en ambos casos
como parametros de control. Concretamente, en el caso de los ingredientes se determiné el
contenido en humedad y de proteina, y para el concentrado de proteina lactea se determind

ademas el contenido de cenizas, la actividad de agua y el perfil electroforético.

Para tener una referencia, se determiné también la textura de quesos frescos UF comerciales de

dos marcas distintas, concretamente Burgo de Arias y Hacendado.

5.2 Resultados y discusion

5.2.1 Caracterizacion fisicoquimica de los ingredientes

Para proceder a la elaboracién de los analogos de queso, se determind inicialmente la
composicion de los ingredientes empleados en su elaboracidn, concretamente el concentrado
de proteina MPC 65 y la nata comercial (Tabla 5.1), para poder establecer la formulaciéon
teniendo en cuenta los valores de contenido de proteina y grasa que se requerian en el producto
final. Como puede observarse, el contenido de agua del concentrado de proteina lactea era
suficientemente bajo como para garantizar su estabilidad durante su almacenamiento,

atendiendo al valor de actividad de agua obtenido. En productos deshidratados, se recomienda
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gue su valor de actividad de agua sea ligeramente superior al valor de la capa molecular
(aproximadamente 0.2), ya que la actividad relativa correspondiente a las distintas reacciones
de deterioro -ya sean microbioldgicas, quimicas o bioquimicas- estdn minimizadas (Labuza et al.,
1972). Cabe sefialar que valores inferiores a este valor no son los mas adecuados para la mayoria
de productos, debido al efecto protector que juega el agua frente a la oxidacién al limitar la
accesibilidad de los agentes oxidantes (Martinez y Labuza, 1968; Ramakrishnan y Francis, 1979;
Lajolo y Lanfer-Marquez, 1982). Dicho producto presentaba también un contenido de cenizas
relativamente elevado, aunque frecuente en este tipo de productos (Think USA Dairy, 2017), asi
como un contenido de proteina correspondiente con lo esperado (alrededor del 65%). En este
sentido, cabe recordar que los MPC son identificados con un nimero que representa su
contenido proteico. Ademas, el andlisis electroforético del concentrado utilizando la técnica
SDS-PAGE en condiciones reductoras mostré que su perfil proteico se asemejaba mucho al de la
leche cruda (Figura 5.1). De hecho, esto era lo esperado debido a que los MPC, los cuales se

obtienen por UF, mantienen la relacién caseina:proteina de suero equivalente al de la leche.

Tabla 5.1. Caracterizacion fisicoquimica de los ingredientes utilizados para la elaboracidn de los analogos
de queso de coagulacidn enzimatica: concentrado de proteina de leche (MPC 65) y nata lactea comercial.
Media (+ SD en el caso de la nata para n=3)

Ingrediente Humedad (%) aw Proteina (%) | Cenizas (%)
MPC 65 2.64 0.229 65.79 7.68
Nata 56.21+0.15 - 2.31+0.10 0.39+0.01

La nata comercial empleada como fuente de grasa presenté un contenido de agua de alrededor
del 56%, 2% de proteina y 0.4% de cenizas, coincidiendo con los valores reportados por el
productor. Aunque no se determind ni el contenido de grasa ni el de carbohidratos, de acuerdo

con dichas especificaciones, eran de 39% y 2.7%, respectivamente.

103



a-LA

10 =—> -

-

Leche std

Std MPC 65
cruda

Figura 5.1. Perfiles electroforéticos del concentrado de proteina de leche MPC 65 y de leche cruda,
obtenidos con la técnica SDS-PAGE en condiciones reductoras. Std: estandares de peso molecular

5.2.2 Caracterizacion fisicoquimica de los andlogos de queso

Los datos de composicidon de los andlogos de queso se emplearon como parametros de control
de proceso, para poder verificar que los quesos obtenidos se ajustaran a los contenidos de
humedad y proteina formulados. En este sentido, debe tenerse en cuenta que la preparacion de
los quesos andlogos no implica separacidon de fases, cambios en la composicion, ni mermas
relacionadas, ya que el suero obtenido normalmente durante la produccién de quesos naturales
ya ha sido retirado por UF o mediante el uso de concentrados lacteos en polvo, como el MPC
empleado en este estudio. Esto concuerda con los resultados del andlisis estadistico aplicado
sobre los datos de contenido de humedad y de proteina de los quesos analogos obtenidos en
este estudio, los cuales no reflejaron un efecto significativo (p>0.05) en relacién con el tipo de
cuajo empleado, asi como tampoco por parte del tratamiento con MTGasa aplicado. El
porcentaje de humedad de los quesos en general se mantuvo alrededor del 66%, mientras que
el contenido de proteina fue de aproximadamente el 11%, tanto en los quesos elaborados con
CHY-MAX como con Fromase, los cuales son consecuentes con la formulacién inicial del queso

(Tabla 5.2).
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Tabla 5.2. Caracterizacion fisicoquimica de los andlogos de queso de coagulacion enzimatica, obtenidos

en funcién del tipo de cuajo y el nivel de MTGasa. Medias + SD (n=3)

Cuajo (u.g%ng:;na) Humedad (%) Proteina (%) pH
0 66.73 £1.32 11.43+0.23 6.48 £ 0.06
g 1 66.03 £ 1.58 11.38+0.12 6.50 £ 0.06
?I) 3 65.45+0.24 11.16 £0.71 6.51+£0.07
5 66.62 £ 0.16 11.48 £0.32 6.50 £ 0.06
0 66.15+0.67 11.49+0.32 6,50 £ 0,02
z 1 66.74 £ 0.54 11.28 £ 0.22 6.52+0.03
§ 3 66.04 £ 0.59 11.25+0.04 6.53+0.03
5 66.34 £0.29 11.11+£0.19 6.54 £ 0.02

5.2.3 Textura de los analogos de queso

La textura de los analogos de queso se caracterizd a partir de la determinacién de su dureza,
firmeza, consistencia, adhesividad, y la relacién entre el trabajo realizado durante la etapa de
retirada de la sonda (TUp) y el trabajo positivo total (TT) realizado durante la aplicacion del test

de penetracion.

El analisis estadistico de los resultados correspondientes a los distintos pardmetros texturales
determinados en los analogos de queso, mostré que el tipo de cuajo utilizado en su elaboracion
(CHY-MAX o Fromase) solo tenia un efecto significativo (p<0.05) en el caso de la adhesividad. Sin
embargo, el efecto del tratamiento con distintos niveles de MTGasa variaba en funcién del

pardmetro analizado.

En relacion con la dureza, se obtuvo que el tratamiento con MTGasa afectaba significativamente
(p<0.05) este parametro textural. Sin embargo, de acuerdo con el test de separacién de medias
de Tukey (Figura 5.2), solo en el caso de los analogos tratados con un nivel de MTGasa de 3 U-g
! proteina, su dureza era significativamente (p<0.05) mayor a la de los elaborados sin tratar con
dicha enzima; para los otros dos niveles de enzima ensayados (1y 5 U-g* proteina), los analogos

presentaban una dureza intermedia, no mostrando diferencias significativas (p>0.05) con los
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tratamientos previamente mencionados, ni entre ellos. Esto parece indicar que, de manera
global, el comportamiento de la dureza de los analogos en funcién del nivel de MTGasa adopta
una forma de pardbola invertida de manera que, inicialmente, a medida que se incrementa el
nivel de MTGasa aumenta el efecto sobre la dureza hasta un nivel éptimo en el que aquella es

maxima vy, que, al sobrepasarla, el tratamiento se vuelve menos efectivo.

1.4
1.2 4
ab ab

1.0 +
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Dureza (N)

0.6 |

0.4

T T T T T

0 1 2 3 4 5
MTGasa (U-g! proteina)

Figura 5.2. Dureza de los analogos de queso elaborados con distintos niveles de MTGasa. Medias + SD
(n=6), considerando los resultados para los dos tipos de cuajo ensayados (CHY-MAX y Fromase). Letras
distintas indican diferencias significativas entre niveles de MTGasa, de acuerdo con el test de separacion
de medias de Tukey (p<0.05)

En la Tabla 5.3 se muestran los valores de firmeza para los andlogos de queso, en funcidn del
nivel de MTGasa aplicado, considerando conjuntamente los datos obtenidos con los dos cuajos
distintos. Como puede observarse, su comportamiento es prdcticamente idéntico al de la
dureza, aunque los valores tienden a ser ligeramente inferiores en algunos tratamientos. En las
curvas Fuerza-Tiempo obtenidas durante el test de penetracién para los distintos analogos de
queso elaborados (Figuras 5.3a y b), se puede constatar que, efectivamente, no en todas las
curvas el valor de dureza se consigue al llegar a la distancia maxima de penetracion, sino que en

algunos tratamientos se obtiene en algln otro momento previo a lo largo del test.
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Tabla 5.3. Propiedades texturales (firmeza, consistencia y relacidon entre trabajo durante la etapa de
retirada de la sonda -TUp- y trabajo total -TT-), de los analogos de queso elaborados con distintos niveles
de MTGasa. Medias + SD (n=6), considerando los resultados para los dos tipos de cuajo ensayados (CHY-
MAX y Fromase). Letras distintas indican diferencias significativas entre niveles de MTGasa distintos, de
acuerdo con el test de separacidon de medias de Tukey (p<0.05)

(U-glf:::ts:ina) Firmeza (N) Consistencia (N-s) TU/TT
0 0.90+0.08 a 3.02+0.25 0.18 £+0.01a
1 1.01+0.11ab 3.33+0.32 0.18 £+0.01a
3 1.15+0.12b 3.38+0.30 0.22+0.01b
5 1.05+0.19b 3.08 £0.37 0.23+0.01b

En conjunto, podria mantenerse que, en las condiciones de proceso establecidas en el presente
estudio, la maxima dureza que se puede alcanzar es aproximadamente de 1.20 N y que, a partir
de este valor, tiende a mantenerse la fuerza requerida para continuar con el desplazamiento de
la sonda hasta la distancia final establecida. Aunque en muchos productos tipicamente el valor
de fuerza maxima coincide con el final de la penetracidn, no ocurre siempre asi en el caso de los

guesos frescos.

Ademas, y a pesar de que el andlisis estadistico no mostrd que la interaccidon entre los dos
factores objeto de estudio (tratamiento con MTGasa y tipo de cuajo) fuera significativa (p>0.05),
las graficas parecen indicar ligeras diferencias en el comportamiento de la fuerza requerida
durante el test de penetracion en funcién del nivel de MTGasa para ambos cuajos. En el caso de
los andlogos elaborados con CHY-MAX (Figura 5.3a), se observa una respuesta bastante similar
entre, por un lado, el tratamiento sin aplicacién de MTGasa y el del nivel mas bajo de enzimay,
por el otro, entre los dos niveles mas elevados de MTGasa ensayados. En el primer caso, la fuerza
aumenta de manera casi lineal hasta que la sonda alcanza una profundidad de
aproximadamente 3 mm; a partir de este momento, la fuerza requerida para continuar con el
desplazamiento de la sonda se mantiene practicamente constante. Sin embargo, ambos
tratamientos se diferencian en el valor de fuerza alcanzado en aquel punto, siendo mayor
cuando se afiade MTGasa para la elaboracion del analogo. Para los dos niveles de enzima
superiores, el aumento de la fuerza durante la penetracién aumenta siguiendo practicamente el
mismo patrén que en los tratamientos anteriores, pero en este caso el comportamiento lineal

se mantiene hasta aproximadamente los 4 mm de profundidad, tendiendo de una manera
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asintdtica a la fuerza maxima a partir de este momento, la cual coincide con la distancia final de

penetracion.
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Figura 5.3. Curvas Fuerza-Tiempo correspondientes a andlogos de queso tratados con distintos niveles de
MTGasa, utilizando dos cuajos diferentes: a) CHY-MAX y b) Fromase. Medias (n=6)
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En el caso de Fromase (Figura 5.3b), las curvas obtenidas parecen indicar que la accion
combinada de dicho agente coagulante y la MTGasa, es mas eficiente en comparacion con la
combinacién de esta ultima con CHY-MAX, ya que un valor de dureza alrededor de 1.20 N se
consigue ya al nivel mas bajo de enzima (1 U-g? proteina). Ademas, se observa que la aplicacién
de un nivel de MTGasa de 5 U-g* proteina no conlleva practicamente ninguna mejora en relacién

con el tratamiento Control.

Con relacion a las curvas Fuerza-Tiempo, es importante destacar que en todas ellas se evidencia
una ligera disrupcién en la relacién entre ambos pardmetros, a una distancia de alrededor de
1.5 mm de la superficie del andlogo. Esta alteracién del perfil de textura podria estar relacionada
con un cambio en la materia del queso andlogo; verificando visualmente, se comprobé la
existencia de una primera capa mas cremosa en la superficie del queso analogo que, alrededor
de la distancia mencionada, cambia a una textura mas granulosa y ligeramente daspera,
posiblemente por problemas de homogeneizacion de la mezcla con la metodologia utilizada en
el presente estudio. Sin embargo, también podria ser debida a una pequeiia fractura en la

estructura del andlogo.

En relacidn con la consistencia, al analizar estadisticamente los resultados de los andlogos de
queso (Tabla 5.3), se observé un efecto significativo del tratamiento con MTGasa sobre dicho
pardmetro, aunque el valor de probabilidad (p<0.043) era muy préximo al nivel de significacion
(a=0.05); este hecho podria ser el motivo por el cual el test de separacién de medias de Tukey
no consiguio separar tratamientos distintos. Aun asi, observando las medias obtenidas para cada
tratamiento enzimdatico considerando conjuntamente los resultados obtenidos con ambos

cuajos, se intuye también un comportamiento en pardbola invertida.

Tal y como se menciond anteriormente, la adhesividad de las muestras se vio afectada
significativamente (p<0.05) no solo por el nivel de MTGasa aplicado sino también por el tipo de
cuajo empleado, sin una interaccion significativa (p>0.05) entre ambos factores. Asi, para ambos
cuajos, los andlogos tratados con los dos niveles superiores de MTGasa presentaban una
adhesividad significativamente (p<0.05) menor en valor absoluto, que aquellos tratados al nivel
mas bajo; ademas, todos ellos eran significativamente (p<0.05) menos adhesivos que los

analogos Control (Figura 5.4). En relacion al tipo de cuajo, los analogos de queso elaborados con
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CHY-MAX presentaban valores de adhesividad en valor absoluto significativamente (p<0.05)

superiores a los elaborados con Fromase.
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Figura 5.4. Adhesividad (en valor absoluto) de los andlogos de queso elaborados con distintos niveles de
MTGasa en funcidn del tipo de cuajo. Medias + SD (n= 3). Letras distintas indican diferencias significativas
entre niveles de MTGasa, de acuerdo con el test de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

El andlisis detallado de las curvas Fuerza-Tiempo permitid también detectar que parecia
establecerse una relacidn negativa entre trabajo positivo correspondiente a la etapa de retirada
de la sonda del interior del andlogo, y adhesividad, de manera que aquellos tratamientos que
mostraron una adhesividad menor, se caracterizaron por un mayor trabajo en la etapa de
retirada de la sonda, no solo en valor absoluto sino, mas interesante, en relacién al trabajo
positivo total durante el test de penetracién (Tabla 5.3). Estas diferencias pueden suponer un
cambio importante en la textura entre los distintos tratamientos con MTGasa en relacién con el

tratamiento sin dicha enzima.

A pesar de haber mostrado que el tratamiento con MTGasa para la obtencion de los analogos
puede tener un efecto positivo sobre su textura, aunque dependiente de su concentracion, en
las condiciones ensayadas en el presente estudio, las mejoras no fueron suficientes como para
garantizar la aceptacion del producto elaborado por parte de los consumidores. Su textura se
mostré ligeramente arenosa y lejos de la obtencidn de un gel similar al de los quesos frescos UF
comerciales. En la Figura 5.5 se muestran las curvas Fuerza-Tiempo obtenidas durante la

aplicacion del test de penetracién en quesos UF comerciales de dos marcas distintas,
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concretamente Burgo de Arias y Hacendado. El analisis de la textura de dichos quesos mostré
ademas que, en comparacion con los andlogos de queso elaborados en el presente estudio, la
firmeza de los quesos UF comerciales era superior. Los valores obtenidos fueron 2.52 + 0.30 Ny
2.81+0.09 N para Burgo de Arias y Hacendado, respectivamente, indicando que la reduccién en
el valor de este parametro en los andlogos obtenidos en el presente estudio era >1 N. Ademas,

en los quesos UF comerciales los valores de firmeza coincidieron con los de dureza.
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Figura 5.5. Curvas Fuerza-Tiempo correspondientes a quesos UF comerciales: Burgo de Arias, en gris;
Hacendado, en negro. Medias (n=6)

Sun et al. (2017) llevaron a cabo un estudio de la aplicacion de un MPC 80 y su funcionalidad en
qguesos andlogos. Uno de los problemas mencionados acerca del uso del MPC 80 era la formacion
de grumos en el queso analogo debido a problemas de solubilidad del concentrado de proteina.
Como primera solucién, Sun y su equipo proponian el tratamiento a elevadas temperaturas de
la mezcla de MPC 80 con los otros ingredientes liquidos, lo cual supondria un paso adicional en
el proceso de elaboracidn. Posteriormente se propuso la modificacion del MPC 80 con una
mezcla de sales fundentes, lo cual incrementaba la solubilidad del concentrado de proteina y
mejoraba la textura de los analogos elaborados con el MPC 80 modificado, presentando una
masa homogénea, suave y de un color mas blanco. Por su parte, las muestras Control poseian
una masa heterogénea con granulos y con una textura daspera, similar a lo descrito

anteriormente en los andlogos de queso preparados en este estudio, lo cual pudo deberse a una
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baja solubilidad del MPC 65 empleado. De acuerdo con Cunha et al. (2010), durante la
preparacidon de los quesos andlogos, la agitacion y el calor provocan la ruptura de enlaces
originados por interacciones fuertes y débiles de Van Der Waals, de la red de cristales de
triglicéridos que constituyen la grasa (Deman y Beers, 1987), lo que induce la formacién de
particulas de diametro variable en la grasa fundida, que son emulsionadas por la proteina lactea.
En dicho estudio se observd un incremento en el diametro de los glébulos de grasa del queso
analogo, en comparacién con el queso procesado tradicional, indicando que el proceso de
emulsion pudo haber sido insuficiente para romper y dispersar homogéneamente la masa de
grasa vegetal empleada. Sin embargo, en el caso de los andlogos que aqui se exponen, el uso de
nata en lugar de grasa vegetal deberia facilitar la obtencién de una emulsién mdas homogénea,
ya que, a pesar de presentar una mayor proporcién de acidos grasos saturados, contiene una
cantidad importante de acidos grasos de bajo peso molecular, lo cual reduce su naturaleza no
polar y disminuye las fuerzas de atraccidén entre los glédbulos de grasa, aumentado la afinidad
con la red proteica (Cunha et al., 2010). Aun asi, la textura aspera y la heterogeneidad de la
mezcla andloga obtenida podrian mejorarse trabajando en condiciones que favorecieran la
formacién de la emulsién, obteniendo una masa de particulas de grasa menores y de tamafios

similares, suavizando la textura y evitando la formacién de granulos en el queso andlogo.

Liu et al. (2008) concluyeron que la firmeza de los andlogos de queso evaluados era dependiente
de tres factores: la cantidad de agua ligada en el interior de los andlogos, el contenido de grasa
y el agua libre. Mientras esta ultima fuera mayor, menor seria la firmeza de las muestras. En
dicho estudio, se investigd el uso de un gel de pectina como sustituto de grasa, mostrando
también una buena capacidad para retener agua, disminuyendo la cantidad de agua libre y

mejorando la textura de los andlogos de queso en comparacion con la muestra Control.

En la literatura es posible encontrar diferentes estudios acerca de la textura en quesos analogos.
Sin embargo, es complejo establecer comparaciones, ya que el nicho de los quesos andlogos es
muy amplio y variado tanto por la diversidad de los ingredientes que pueden emplearse, como
por las propiedades funcionales que puede brindar cada uno y los estudios que se realicen como
tal. Por ejemplo, Rehman et al. (2003) evaluaron el desarrollo de un queso (no lo consideran un
andlogo) a partir de un MPC liquido y nata de leche, lo que en principio seria muy similar al
presente estudio. Sin embargo, la investigacidn se centrd en aspectos diferentes a los aqui

considerados, limitando la posibilidad de comparar los productos obtenidos en cada caso.
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5.2.4 Sinéresis forzada

Después de 24 h en refrigeracién, posterior al proceso de elaboracion, se observé que en general
los andlogos de queso no presentaban indicios de sinéresis, ya que no se observaba un exceso
de suero en ninguna de las tarrinas. Tampoco se evidenciaba pérdida de agua cuando muestras
de los distintos tratamientos (incluyendo los controles) se mantenian a temperatura ambiente
por un periodo de 1 h. Lo cual tiene sentido y confirma lo expuesto anteriormente, ya que el
contenido de agua en este tipo de productos es muy inferior a la de los quesos naturales, que
requieren de un proceso de desuerado e incluso después de ello, retienen gran cantidad de agua
en su estructura. De acuerdo con Lucey (2011), los geles elaborados a partir de leche altamente
concentrada mediante coagulacidon enzimatica rara vez presentan sinéresis, ya que el numero
de enlaces proteina-proteina en las cadenas y uniones de la red del gel es considerablemente
alto, y por lo que la resistencia a la deformacién o a la rotura de la matriz es muy alta como para
permitir que ocurra la sinéresis. En este sentido, los quesos andlogos del presente estudio,
elaborados a partir de un concentrado lacteo obtenido mediante ultrafiltracién, presentaban
caracteristicas similares a las de los geles preparados con leche altamente concentrada descritos

por Lucey, lo cual explica la baja tendencia a la sinéresis observada en las muestras.

Por este motivo, se procedié a someter nuevas muestras de cada uno de los quesos analogos
experimentales, a la determinacidon de la sinéresis en condiciones forzadas (Figura 5.6). El
analisis estadistico de los resultados obtenidos indicé que la interaccidn entre los tratamientos
con MTGasa aplicados y el tipo de cuajo empleado para la elaboracién de los andlogos era
significativa (p<0.05), por lo que fue necesario analizar los efectos de la enzima polimerizadora
para cada cuajo por separado. Para el caso de CHY-MAX, se obtuvieron efectos significativos
(p<0.05) debido al tratamiento con MTGasa aplicado, a diferencia de lo que sucedié con los
analogos elaborados con Fromase, en cuyo caso no se obtuvo un efecto significativo (p>0.05)
para dicho factor. Se sabe que, en el caso de los quesos, la sinéresis depende de varios factores
como la composicion de la leche, la firmeza del gel a la hora del corte y las condiciones de
proceso, entre las que se encuentran el equipo empleado, la acidificacion, la protedlisis, entre
otros, alguno de los cuales no aplican para el caso de los quesos UF. Otros autores también han
estudiado la influencia de la concentracién de la leche en la sinéresis de la cuajada, reportando
que la permeabilidad del gel disminuye con la concentracion de la leche, y de esta forma la

sinéresis se ve reducida a medida que aumenta la concentracién de proteina (van Dijk y Walstra,
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1986; Casiraghi et al., 1989). También se ha demostrado que un aumento de la concentracién
de grasa en la leche reduce la tasa de sinéresis (Marshall, 1982; Johnston y Murphy, 1984). Al
respecto, Mateo et al. (2009) reportaron la disminucidon en el volumen de suero de leche
producido por la cuajada al aumentar la concentracién de grasa en la leche, apuntando que la
produccién de suero fue mas alta cuando se trabajé con un 0% de grasa, que en los otros niveles
de grasa en la leche. En un estudio similar, los resultados indicaron que la liberacion del suero
en quesos elaborados con leche UF requiere un tiempo mayor debido a la presencia de proteinas
concentradas en el retenido que poseen la capacidad de retener agua, asi como a la presencia

de glébulos de grasa en la cuajada que prolongan el proceso de sinéresis (Mateva et al., 2013).
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Figura 5.6. Sinéresis forzada expresada como porcentaje de agua liberada de los andlogos de queso,
tratados con distintos niveles de MTGasa, en funcion del tipo de cuajo aplicado (CHY-MAX o Fromase).
Medias + SD (n=3). Diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre los tratamientos
relativos a la adicion de MTGasa, segln el test de separacion de medias de Tukey (p<0.05)

Como puede observarse en la Figura 5.6, los andlogos elaborados con Fromase no presentan
diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos, a pesar de advertirse una leve
tendencia a disminuir el porcentaje de agua liberada a medida que se incrementa la
concentracién de MTGasa. Por el contrario, los analogos tratados con CHY-MAX si exhiben
diferencias significativas (p<0.05) en dicho parametro en funcién de la concentracion de enzima
aplicada, aunque con un comportamiento ligeramente irregular. Aun asi, quizads pueda
mantenerse que con este cuajo la tendencia a perder agua también disminuye a medida que

aumenta el nivel de MTGasa afiadido.
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En cuanto al tipo de cuajo empleado, se observa que las muestras preparadas con CHY-MAX
presentan en general una mayor sinéresis, con un porcentaje superior de agua liberada en
relacidn con las muestras de Fromase, aunque el aparente mayor efecto de la MTGasa sobre la
capacidad de retencién de agua de los andlogos de queso fresco preparados con CHY-MAX,
puede resultar de su menor eficiencia en ausencia de MTGasa en relacidon a Fromase. Los
resultados obtenidos para este pardmetro se asemejan a lo sucedido en el caso de la dureza de
los andlogos, en el sentido de que parece que hay umbral de mejora de la capacidad de retencion
de agua que, en las condiciones ensayadas, no es posible traspasarlo sin modificar algun otro

factor mas alla de la concentracién de MTGasa.

Cuando se evaluaron las propiedades de los quesos tipo Dambo y Feta producidos a partir de
leche UF, con un 2% de quimosina y a concentraciones crecientes de MTGasa (Gustaw et al.,
2008), se observo que este incremento de la enzima causaba una disminucidn en la sinéresis del
9.1% al 6.1% en queso Feta y del 17.6 al 6.3% en queso Dambo, concluyendo que la MTGasa
tiene la capacidad de reducir la sinéresis en quesos elaborados con leche UF. Lo cual se
encuentra en correspondencia con el comportamiento presentado por los analogos elaborados
con CHY-MAX, en los cuales se observa un cambio importante en la sinéresis entre el Control y
los tratamientos con MTGasa. En el caso del Fromase no se obtuvieron los mismos resultados

respecto a la aplicacién de la MTGasa.

5.2.5 Perfil proteico

En los geles correspondientes a la fraccion caseinica de los andlogos de queso (Figura 5.7), se
observa una disminucién importante en las bandas correspondientes a as-CN y $-CN, en mayor
grado en las concentraciones superiores de la MTGasa para ambos tipos de cuajo. Es notable
también la aparicion de polimeros proteicos de elevado peso molecular de nueva formacion,
tanto en la parte superior del gel de separacién como en el gel apilador, en los quesos tratados
con MTGasa en contraste con los controles para ambos cuajos. Incluso, se observa que a medida
gue aumenta la concentracién de la enzima, la cantidad de polimeros disminuye; esto puede
deberse a la formacidn de polimeros de proteina cuyos pesos moleculares no les permiten ni
siquiera ingresar en el gel apilador, pero que fue posible observar durante la preparacion de las

muestras tratadas enzimaticamente como agregados insolubles.
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Figura 5.7. Perfiles SDS-PAGE en condiciones reductoras de las fracciones caseinicas de los andlogos de
queso de coagulacion enzimatica en funcién de la concentracién de MTGasa aplicada para cada uno de
los agentes coagulantes ensayados (CHY-MAX, Fromase)

En cuanto a las proteinas séricas, los cambios en las bandas son menores a las que se presentan
en las caseinas, pero tanto el tamafo de la banda de la B-lactoglobulina como de la a-
lactoalbimina parecen disminuir con el tratamiento con MTGasa, en mayor grado en las
muestras de Fromase que en las de CHYMAX, aunque no es muy concluyente debido a las
caracteristicas de gel. Ademas, se observa una ligera disminucidn en la intensidad de las bandas
de los productos de bajo peso molecular a medida que aumenta la concentracién de la MTGasa,
los cuales podrian haberse incluido en los polimeros formados por la accién de la MTGasa. El
hecho de que el perfil electroforético se obtuviera en condiciones reductoras y que la Unica
diferencia que existe entre los quesos Control y los tratados enzimaticamente sea la adicion de
la MTGasa, confirma el supuesto de que los cambios observados en las bandas del gel son

debidos al entrecruzamiento de las proteinas lacteas por accién de la enzima.
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5.3 Conclusiones

La elaboracién y caracterizacién de analogos de queso de coagulacién enzimatica tipo Burgos
permitieron corroborar las diferencias entre los procesos de elaboracidn de un queso natural y
un queso andlogo, comenzando por los cambios en el patrén de produccidn, que solucionarian
en cierta medida el problema de la disposicidn final del suero, debido a que no se obtiene como
subproducto en este proceso de producciéon como tal. Lo cual se confirma con la baja tendencia
a la sinéresis que presentaron los quesos andlogos después de 24 h de refrigeracion, y estaria
relacionado con el hecho de que los contenidos de humedad y proteina de los analogos no
variaran respecto a lo formulado, de acuerdo con lo que se esperaba segln el proceso de
produccién. Los efectos positivos de la adicién de la MTGasa en relacidn con los quesos no
tratados obtenidos cuando se evalud la sinéresis en condiciones forzadas fueron mas evidentes
en los analogos elaborados con CHY-MAX que en los preparados con Fromase. Si bien es cierto
gue para CHY-MAX se obtuvieron valores superiores de sinéresis en ausencia de MTGasa en
comparacién con Fromase, la incorporacion de la MTGasa permitid corregir esa desviacion en
el comportamiento, provocando que los efectos sobre este parametro se mostraran mas
evidentes para este cuajo. Los pardmetros de textura evaluados se vieron modificados en mayor
o menor medida por la accidn de la MTGasa, empezando por la dureza de los andlogos que solo
se vio modificada cuando se empled una dosis de 3 U-g* de proteina, por encima de la cual el
tratamiento con MTGasa seria menos efectivo. Un andlisis mas profundo de las graficas y
pardmetros de textura indicd una relacion negativa entre la adhesividad y el trabajo positivo
durante la etapa de retirada de la sonda del test de penetracion en relacién al trabajo positivo
total, de manera que a menor adhesividad en el andlogo mayor seria esta relacién, lo cual podria
suponer alteraciones importantes en la textura de los andlogos como consecuencia de la accién
de la MTGasa, que podrian ser de interés para la aceptacion del producto por parte de los
consumidores. Los perfiles electroforéticos de los analogos experimentales tratados con
MTGasa, confirmarian la participacion de la MTGasa en el entrecruzamiento de las proteinas, a
pesar de que los efectos positivos sobre las propiedades no hayan sido tan evidentes como en
los quesos frescos tradicionales estudiados en el presente trabajo. También es cierto que las
caracteristicas de los analogos de queso experimentales deben ser tenidas en cuenta para
evaluar nuevas propuestas de elaboracion y formulacidn, asi como de la tecnologia a emplear,

para una mejora de las propiedades de los quesos andlogos, ya que tanto su textura como su
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apariencia en general distan de parecerse a un queso de Burgos, que fue el producto de

referencia del presente estudio.
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CAPITULO 6.







CAPITULO 6.
DISCUSION GENERAL

El queso es uno de los productos lacteos mas ampliamente consumidos en el mundo, con una
fuente importante de compuestos nutricionales y una estructura compleja que preserva los
principales constituyentes de la leche. La expansion del comercio mundial de quesos ha
incrementado las distancias entre el productor y el consumidor, lo que supone mayores retos
tecnoldgicos al tiempo que mayores costos tanto de produccién como durante la cadena de
distribucidon. Ademas, para el productor es fundamental mantener una rentabilidad estable a lo
largo del tiempo, evitando que esta pueda verse afectada por cambios en el entorno econémico
y/o productivo debido a variaciones en los precios de las materias primas o por aspectos
operacionales de la industria lactea e incluso efectos ambientales, siendo el caso de la
variabilidad estacional tanto a nivel de produccidon como de calidad de la leche (Verdi et al.,
1987), lo cual redunda en efectos sobre la productividad y la calidad del queso. Por otro lado, el
mercado se ha vuelto mas exigente en cuanto a la demanda de productos mas innovadores y
con caracteristicas sensoriales y nutricionales diferenciadas, y al estricto cumplimiento de los
estandares internacionales de calidad y seguridad alimentaria (Guinee et al., 2012). Por estos
motivos, la industria quesera en general se encuentra trabajando permanentemente entre tres
propdsitos principales: lograr un queso con una composicion y nivel de seguridad alimentaria
que cumplan con los estandares establecidos y conseguir la mayor rentabilidad durante el

proceso de produccién de forma consistente con la aceptacién del consumidor.

En este contexto, los avances tecnoldgicos en la industria lactea resultan de suma importancia
para hacer frente al caracter competitivo de dicho sector, permitiendo incrementar la eficiencia
productiva al maximizar el aprovechamiento de todos los recursos. En aras de lograr esto, es
importante considerar inicialmente las caracteristicas de la materia prima, y normalmente de
manera mas especifica de sus principales componentes, asi como el enfoque que permita sacar
el mejor provecho de estos. En este contexto, la MTGasa se ha convertido en una de las
estrategias emergentes mas destacadas dentro de la industria quesera, como una herramienta
prometedora para el incremento de los rendimientos y la mejora de las propiedades funcionales
y nutricionales de diversos productos (Cozzolino et al., 2003; Huppertz y De Kruif, 2007;

Mazuknaite et al., 2013; Escobar et al., 2014, Gaspar y De Gdes-Favoni, 2015; Prakasan et al.,
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2015; Danesh et al., 2018; Gharibzahedi et al., 2018). De hecho, el nimero de patentes
existentes indica el gran potencial de la aplicacidn de la MTGasa en la mejora del rendimiento y
la funcionalidad del queso, en comparacién con quesos elaborados en ausencia del tratamiento
enzimatico. Este interés por patentar procesos de elaboracion de quesos utilizando la MTGasa
no es reciente (Han y Spradlin, 2000; Kraft Foods, 2000; Han et al., 2003; Yee y Hunt, 2003). El
presente trabajo se ha centrado en el estudio de los efectos de su aplicaciéon en dos tipos de
queso fresco y una variante adicional, especificamente para un queso de coagulacidon acida tipo

quark, un queso de coagulacién enzimatica y un andlogo de queso de coagulacién enzimatica.

Debido a que la MTGasa ejerce su accion sobre las proteinas, es importante tener en cuenta las
propiedades de las proteinas lacteas, para verificar la idoneidad de aplicar dicha enzima en el
proceso de elaboraciéon de queso, con el mejor aprovechamiento posible. Por la alta
disponibilidad y relativa facilidad de separacidn y aislamiento de las proteinas de la leche,
muchos trabajos se han centrado en el estudio de sus caracteristicas, de manera que en la
actualidad se cuenta con suficiente informacién tanto a nivel molecular como acerca de su
funcionalidad (Huppertz et al., 2018). La fraccion caseinica representa aproximadamente el 80%
de las proteinas de la leche y, en la de origen bovino, estd compuesta por cuatro especies de
caseinas: 0s1-CN, as2-CN, B-CN y k-CN, en unas cantidades relativas en la leche de 4:1:4:1,
respectivamente (Ruettimann y Ladisch, 1987; Farrell et al., 2006; Fang et al., 2016). Ademas, se
pueden encontrar algunos fragmentos proteicos procedentes de la protedlisis de caseinas; este
seria el caso de lay-CN y la A-CN derivadas de la B-CN y as:-CN, respectivamente, generadas
debido a la accién de la plasmina presente en la leche (Aimutis y Eigel, 1982; Walstra y Jennes,
1987; Fox y Mulvihill, 1990). En el caso de la B-CN, el fragmento de menor tamafio y de caracter
hidréfilo que también se forma como consecuencia de esta reaccidn se corresponde con la
fraccidon proteosa-peptona. En la leche, las caseinas se encuentran dispuestas en forma de
micelas en suspensidn gracias al cardcter anfifilico de la k-CN localizada en la superficie micelar.
Las distintas caseinas que conforman la micela estdn ligadas de manera estable por
interacciones no-covalentes, basicamente interacciones hidrofébicas y electrostaticas que
implican el idn calcio. En soluciones puras a pH neutro y en ausencia de calcio, las distintas
caseinas presentan una alta tendencia tanto a la autoasociacién, especialmente en el caso de la
B- y la k-CNs a través de interacciones hidrofdbicas y, en menor grado, las as-CNs, en estas
ultimas a través de interacciones electrostaticas debido al reparto mas homogéneo de las cargas

a lo largo de la molécula (Ferrandini et al., 2006).
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Las caseinas se caracterizan, por un lado, por tratarse de proteinas con distintos grados de
fosforilacidn -incluso dentro de una misma especie de CN- gracias a la presencia de radicales
fosfoserina lo que, junto a la presencia de residuos de acido glutamico, les confiere un caracter
anidnico en medio neutro (Ferrandini et al., 2006). Ademas, el hecho de que las caseinas estén
fosforiladas hace que puedan interaccionar entre ellas gracias al idn calcio, afectando esto su
solubilidad y contribuyendo a la formacién de las micelas. La k-CN es la Unica que
frecuentemente solo presenta un residuo fosforilado y, por esto motivo, se la considera
insensible al calcio (Miller-Buschbaum et al., 2007), mientras que isoformas de algunas otras
caseinas pueden llegar a tener hasta 13 residuos fosforilados, como es el caso de la as2-CN (West,

1986; Farrell et al., 2004; Holland y Boland, 2014).

Por otro lado, las caseinas presentan de muy pocos a ningun enlace disulfuro. De hecho, en la
leche bovina solo se encuentran en la k- y la as,-CNs (Rasmussen et al., 1999; Bouguyon et al.,
2006). La k-CN presenta dos residuos de Cys (Cys3? y Cys'®), ambos ubicados en la parte de la
molécula correspondiente a la para-k-CN (Mercier et al., 1973; Rasmussen et al., 1992), los
cuales forman un puente disulfuro intramolecular (Rasmussen et al., 1994). Esto hace que casi
no posean estructura secundaria, dejando expuestas las partes hidrofdbicas de la cadena de
aminodcidos, lo cual proporciona una mayor hidrofobicidad superficial y las hace mas
vulnerables a la reaccién con diversas enzimas, debido al facil acceso a la cadena principal de la
proteina (Swaisgood, 2003; Fox y Kelly, 2006). Ademas, el hecho de que sea relativamente facil
la desestabilizacién de las micelas de caseina es lo que realmente hace sencilla tanto la
formacién de la cuajada mediante la aplicacién de un agente coagulante o por coagulacion acida
de la leche, como la recuperacién de este tipo de proteinas y su aprovechamiento para la

elaboracion de diferentes productos (Huppertz et al., 2018; Lucey y Horne, 2018).

El otro tipo de proteinas lacteas son las que se encuentran en el suero después de la
precipitacion de las caseinas, siendo esta la Unica caracteristica que presentan en comun,
aunque mayoritariamente también se caracterizan por presentar una estructura globular. En el
suero de leche de vaca, la proteina mas abundante es la B-lactoglobulina (~50%), seguida de a-
lactoalbimina (~20%), proteosa-peptona (10%), seroalbimina (~8%) e inmunoglobulinas (8%)
(Farrell et al., 2004; Creamer et al., 2011; Innocente et al., 2011; O’Mahony y Fox, 2013).
Ademas, en el suero se encuentran también fragmentos de caseinas que se mantienen solubles

una vez han precipitado las caseinas durante el proceso de elaboracién del queso.
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Atendiendo a la abundancia relativa de las distintas proteinas en el suero, es de esperar que las
propiedades funcionales del suero vengan dadas principalmente por las de la B-lactoglobulina 'y
la a-lactoalbumina; ademas, son de gran interés su solubilidad en un extenso rango de pH y su
perfil nutricional en cuanto al contenido de aminodacidos esenciales (Kilaray Vaghela, 2018). Por
otro lado, en general, se considera que las proteinas del suero contribuyen en una mayor medida
al valor nutritivo de la leche y, por tanto, de sus derivados en relacién con las caseinas debido a
su elevado contenido en aminodcidos esenciales, siendo especialmente relevante su contenido
en lle, Leu, Thry Trp (Forsum, 1974; Hambroeus y Lonnerdal, 2003). Esto hace que el interés por
la valorizacién del suero de leche vaya mas alld de intentar minimizar el impacto
medioambiental que conlleva su generacidn y mejorar la rentabilidad en los procesos de
produccién de la industria quesera. La retencion de las proteinas séricas en la matriz durante el
proceso de coagulacion de las caseinas en el proceso de elaboracidn del queso es también una
estrategia que se aplica con los mismos objetivos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que,
debido a la estructura terciaria globular de las proteinas séricas, se hace necesario aplicar
métodos fisicos, como el calor y las altas presiones, y/o enzimaticos, como el tratamiento con
proteasas, para mejorar su capacidad de interaccionar con otras proteinas. En este contexto, el
tratamiento térmico de la leche previo a la elaboracién del queso es una de las opciones mas
ampliamente utilizadas (Kessler, 1996; Hinrichs, 2001), aunque la aplicacién de MTGasa esta
siendo una opcidén incluso mas interesante, especialmente en combinacién con el tratamiento
térmico. También es posible la fortificacion de los quesos con proteinas séricas gracias a su
recuperacion por ultrafiltracién de sueros y posterior adicién durante el proceso de elaboracion
de queso (Hinrichs, 2001), o bien a través de la aplicacién de la ultrafiltracién para la elaboracion

de quesos.

En el caso de la B-lactoglobulina, esta proteina forma un dimero a pH fisioldgico el cual se disocia
a pH<3.5 y >7.5 (McKenzie y Sawyer, 1967), unos rangos de pH fuera de aquel en el que se
trabaja en el contexto del presente estudio. Sin embargo, se trata de una proteina que presenta
una relativamente baja termoestabilidad lo que hace que, en muchos casos, se provoque su
desnaturalizacion cuando la leche se somete a un tratamiento de pasteurizacién; lo cual mejora
sus propiedades funcionales y facilita su interaccién con otras moléculas proteicas. Los cambios
gue experimenta dicha proteina al aumentar la temperatura estan bien establecidos (Rytkénen,
2006). Se sabe que los dimeros de B-lactoglobulina se disocian de manera reversible a una

temperatura entre 35y 55 °C (Sawyer, 2003) y que dentro de este mismo rango de temperatura
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se pueden dar también otros cambios conformacionales como la transicién de Tandford
(Tanford y Taggart, 1961; Sakurai y Goto, 2006). Sin embargo, cambios parcialmente
irreversibles ocurren a partir de una temperatura alrededor de los 60 °C, los cuales se vuelven
irreversibles a partir de los 80 °C (Casal et al., 1988). Aunque no se haya constatado en el
presente estudio debido a que las electroforesis se llevaron a cabo bajo condiciones reductoras,
ha sido ampliamente demostrado que a estas temperaturas las proteinas séricas presentan una
elevada tendencia a la agregacion entre ellas mismas y de manera especial con la k-CN, a través
de enlaces hidrofébicos y reacciones de intercambio tiol/disulfuro (Lowe et al., 2004), dando
como resultado los denominados complejos de proteinas séricas/k-CN; de esta manera, parte
de las proteinas del suero pueden quedar retenidas en la matriz de la cuajada. La formacién de
estos complejos covalentes se ha confirmado tanto en muestra aisladas de B-lactoglobulinay k-
CN, asi como en leche desnatada y leche desnatada reconstituida, debido a su contenido de una
cisteina libre y dos puentes disulfuro expuestos, pero también se ha encontrado evidencia de
que la a-lactoalbimina esta implicada significativamente en estos complejos, probablemente de
forma similar a como ocurre con la B-lactoglobulina (Leliévre, 1995; Donato y Guyomarc’h,

2009).

La a-lactoalbuimina, por su parte, presenta la caracteristica de ser mas estable en presencia de
calcio, ya que lo emplea para crear enlaces intramoleculares que confieren a la molécula una
mayor resistencia al desdoblamiento térmico, a diferencia de otras proteinas que tienden a ser
mas reactivas en presencia del calcio debido a la habilidad de este para promover la formacién
de enlaces idnicos intermoleculares con la mayoria de las proteinas. Por lo tanto, condiciones
favorables de pH y concentraciéon de calcio permitirian a la a-lactoalbimina permanecer soluble
después de ser expuesta a una temperatura de 100 °C (Kilara y Vaghela, 2018). Lo cual
dificultaria su inclusién en matrices lacteas, reduciendo el rendimiento del proceso y haciendo

necesario recurrir a otro tipo de tecnologias.

En sistemas lacteos en los cuales tanto las caseinas como las proteinas séricas se encuentran
disponibles para la accién de la MTGasa, las caseinas son el sustrato preferencial sobre las
proteinas del suero nativas debido a su mayor accesibilidad y flexibilidad (Han y Damodaran,
1996; Jaros et al., 2007; Lucey, 2009; Martins et al., 2014). Aun asi, las distintas caseinas
presentan diferentes niveles de sinergia con la MTGasa. La k- y la B-CNs muestran mayor

reactividad con esta enzima que las as-CNs (Schorsch et al., 2000). La alta susceptibilidad de la
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k-CN se ve favorecida por su localizacién en la superficie de las micelas y por tener cuatro
residuos potenciales de glutamina disponibles como sitios de entrecruzamiento con la MTGasa,
dos de ellos localizados en la regidn hidrofilica del CMP (Bonish et al., 2007; Sharma et al., 2001).
En el caso de la B-CN, su alta susceptibilidad hacia el entrecruzamiento se hipotetiza como
debida a su naturaleza dindmica (Sharma et al.,, 2001). Ademas, la subfraccion B-CN se
caracteriza por concentrar un porcentaje relativamente elevado de los residuos de GIn
presentes en las proteinas de la leche, concretamente ~33%, siendo solo superada por la
subfraccidn os1-CN con ~40% (Swaisgood, 1995; Baxter et al., 2004). Aungue en menor grado,

estd también presente en las otras especies de caseina.

Ademas, las caracteristicas moleculares de las caseinas también hacen que puedan ser mas
facilmente afectadas por procesos empleados usualmente en la industria lactea para la
elaboracion de distintos productos lacteos, como la acidificacion y la protedlisis enzimatica. En
este sentido, la acidificaciéon actua basicamente provocando una neutralizacion de la carga
negativa de las particulas de caseina aprovechando su punto isoeléctrico, lo cual anula la accién
estabilizadora de la k-CN, llevando a la agregacion de las micelas de caseina y posteriormente a
la formacion de una red tridimensional (Kalab et al., 1983; De Kruif y Zhulina, 1996; Horne, 1998;
De Kruif, 1999). La agregacion de las micelas de caseina, inducida por la remocion de la capa de
K-CN mediante hidrdlisis por accién de un agente coagulante, puede proceder de maneras
ligeramente distintas en funcién del tipo de cuajo utilizado, ya que pueden actuar sobre distintos
enlaces peptidicos. Eso puede dar lugar a productos coagulados con propiedades distintas.
Aunque se encuentran en la literatura muchos trabajos centrados en el efecto del tratamiento
con MTGasa durante el proceso de elaboracion de quesos de coagulacidn enzimatica (Sayadi et
al., 2013; Escobar et al., 2014; Domagala et al., 2016; Danesh et al., 2018; Metwally et al., 2018),
no abundan los que comparen dicho efecto para cuajos distintos. Este aspecto resulta muy
interesante en el caso de empresas productoras de MTGasa para poder optimizar las
condiciones que permitan obtener los mayores beneficios con la maxima eficacia.
Concretamente, en la presente tesis se trabajo comparando tres tipos de cuajo. De un lado, se
seleccionaron dos cuajos a base de FPC, aunque obtenidos de microorganismos productores
diferentes: el CHY-MAX se deriva de una cepa de Aspergillus niger var. awamor, mientras que el
Maxiren es producido por Kluyveromyces lactis. El tercer cuajo considerado fue el Fromase, una
proteasa aspartica como la quimosina, pero de origen fungico, producida por Rhizomucor miehei

y una alternativa a los cuajos de origen animal o elaborados a partir de ingenieria genética, lo
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gue permite su aplicacidon en productos en los que la aplicacién de aquellos no es deseada por
una parte de los consumidores; ademas, se trata de uno de los coagulantes microbianos mas
empleados en la industria productora de quesos (Andren, 2011). Los dos cuajos FPC también
son ampliamente comercializados en la industria lactea; de ahi el interés en trabajar con estos
cuajos para determinar si alguno presenta mayor grado de sinergia con la MTGasa durante el
proceso de produccion de queso, y evaluar si las diferencias en el origen tanto entre los FPC,
como con el cuajo de origen flngico producen un impacto en la accidn de la MTGasa sobre la
matriz lactea del queso. Cuando el agente coagulante empleado es quimosina animal o FPC,
como CHY-MAX o Maxiren, el corte ocurre a nivel del enlace entre los aminoacidos Phe®-
Met!, ubicado en una regidn rica en restos de prolina y probablemente facilmente accesible.
En este sentido, se ha descrito la presencia de residuos prolilo a ambos lados del enlace que
sobresalen de la superficie y que confieren una mayor flexibilidad a la molécula (Ferrandini et
al., 2006). De esta forma, se libera el extremo de la k-CN correspondiente al CMP al suero,
dejando la para-k-CN asociada al resto de la micela, pero incapaz de proporcionar una
estabilidad al conjunto, lo que deriva en la agregacién de las micelas de caseina y, finalmente,
en la gelificacion del sistema lacteo. En el caso del coagulante producido por R. miehei, como el
Fromase empleado en este estudio, ademds de cortar en la misma posicién que los anteriores,
es capaz de escindir en otros puntos, causando presumiblemente una extensa hidrélisis no
especifica sobre la k-CN y la para-k-CN (Shammet et al., 1992; Crabbe 2004); se ha demostrado
igualmente su actividad proteolitica sobre la as;-CN y la B-CN (Ustunol y Zeckzer, 1996; Krause
et al., 1998), lo que se ha asociado a una mayor generacién de péptidos amargos, que afectarian
el sabor del queso y un ablandamiento indeseable del producto (Smith et al., 1991; Jacob et al.

2011).

El hecho de que las caseinas constituyan un excelente sustrato para la MTGasa hace que la
aplicacion de esta en la leche, previo o durante la elaboracién del queso, permita una mayor
recuperacion de este componente proteico mayoritario, mediante el entrecruzamiento con las
mismas caseinas o con otras proteinas séricas presentes. En este sentido, cabe sefalar que la
Lys también esta presente en las proteinas de la leche, ocupando el segundo lugar en
abundancia de entre los aminoacidos esenciales (Rafiq et al., 2016). Los perfiles SDS-PAGE
obtenidos en condiciones reductoras de la fraccion caseinica de los quesos evaluados en el
presente estudio, ya fueran de coagulacion dcida como enzimatica, hicieron evidente que tanto

proteinas séricas como caseinas estan involucradas en las reacciones de entrecruzamiento por
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accion de la MTGasa. Dichas interacciones se pudieron identificar comparando el patrén de
bandas de los quesos tratados y sin tratar con la enzima, ya que en los perfiles correspondientes
a las muestras tratadas con MTGasa se evidenciaba claramente la formacién de nuevos
polimeros de alto peso molecular en la parte superior del gel, entre los estandares de 50 y 250
kDa; incluso algunos debido a su mayor peso molecular no conseguian ingresar y podian
identificarse con una banda mas oscura en la parte superior del gel apilador, que no era visible
en las muestras Control. La aparicidén de estos polimeros de nueva formacion era concomitante
al hecho de que bandas correspondientes a las tres especies de caseinas -en diferente medida-
y a las proteinas séricas en menor grado, disminuian en tamafio e intensidad respecto a las
muestras preparadas en ausencia de la enzima. Como ya se ha comentado anteriormente, la
estructura flexible y la prdactica ausencia de enlaces disulfuro de las caseinas las hace mas
susceptibles al entrecruzamiento por MTGasa (O'Connell y Fox, 2000; Moon et al., 2009) que las
proteinas séricas, debido a su estructura globular compacta (Matsumura et al., 2000; Hsieh y

Pan, 2012).

La formacién de polimeros de alto peso molecular por la catdlisis de la MTGasa, tanto en los
quesos de coagulacion acida como enzimatica, también implicé cambios en la microestructura
del queso. En ambos tipos de producto la aplicacién de la enzima provocé alteraciones en el
patron de porosidad y en la conformacién y distribucién de los agregados proteicos. En los
quesos de coagulacion acida, en cuyo caso el objetivo era determinar el efecto de la
concentracion de MTGasa, el efecto de la enzima estuvo relacionado con la consecucion de una
estructura mas compacta y organizada, con agregados proteicos mdas unidos en una estructura
cerrada y una red mas fina, con menos cavidades y depresiones de las que se encuentran en la
microestructura irregular de los quesos no tratados. Ensayos similares reportados en la
literatura, dan cuenta de la obtencién de redes con estructuras mas finas y de una distribucion
mas sistematica, asi como con una organizacién mas pareja de los agregados de proteina en
geles lacteos acidificados tratados con MTGasa, en comparacion con los no tratados
(Faergemand et al., 1999; Sanli et al., 2011). Sin embargo, este estudio también mostré que el
tratamiento con una concentracién excesiva de MTGasa, mas alla de la que podria considerarse
Optima, conlleva un retroceso en las mejoras obtenidas a nivel de microestructura. Resultados
acerca de un efecto perjudicial debido a una sobredosificacién de MTGasa han sido también
reportados por otros autores trabajando en matrices alimentarias distintas (Asagami et al.,

1995; Imm et al., 2000; Saguer et al., 2007). De aqui la importancia de establecer el nivel de
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enzima mas adecuado, teniendo en cuenta las caracteristicas de la materia prima sobre la que
debe actuar, entre ellas la concentracidon de sustrato. Un exceso de sustrato en relacién con la
enzima puede inhibir el desarrollo de una red proteica uniforme (Gaspar y de Gdes-Favoni,

2015).

En los quesos preparados con cuajo se presentaron también diferencias notables en la
microestructura, en este caso relacionadas tanto con el tipo de agente coagulante empleado
como con el momento de adicién de la MTGasa durante el proceso de elaboracién del queso,
trabajando siempre con el mismo nivel de esta uUltima enzima. En relacién al tipo de cuajo,
Soltani et al. (2016) obtuvieron resultados semejantes. Estos autores compararon el efecto de
la adicidn de un coagulante de origen fungico y un FPC de camello sobre la microestructura de
gueso blanco irani, y concluyeron que con el coagulante fungico los poros del gel eran mas
grandes en comparacion con los producidos con FPC. En el caso de los quesos experimentales
de coagulacién enzimatica elaborados en el contexto de esta tesis, hubo un impacto similar
sobre el tamafio del poro de los FCP en relacion con coagulante fungico, y también en la manera
en la que estdn conformados y distribuidos los agregados proteicos. Incluso se obtuvieron
diferencias entre los dos cuajos FPC. Por lo que se refiere al tratamiento con MTGasa, es
importante remarcar que el enfoque de su efecto en la elaboraciéon de queso fresco de
coagulacién enzimatica fue considerado desde una perspectiva diferente, teniendo en cuenta
las interacciones que se podrian presentar entre el agente coagulante y la MTGasa, por lo que
se evalud la adicién de esta ultima en diferentes etapas del proceso de produccién. Para los
distintos cuajos utilizados, fue posible observar que el tratamiento con MTGasa permitia
obtener en cualquier caso una estructura mas definida y uniforme, con la formacién de poros
mas bien determinados y abundantes en relacion a los quesos obtenidos sin la aplicacién de
MTGasa, lo que podria tener un efecto importante en la capacidad de retencion de agua de los
quesos tratados. Ademads, entre los tratamientos con MTGasa también se observd que el
momento de adicién de la enzima (previa o conjuntamente a la adicidn del cuajo) afectaba las
caracteristicas de la microestructura, mostrandose mas uniforme y con mayor cantidad de poros

y mejor definidos en el caso del tratamiento con ambas enzimas por separado.
El impacto en la microestructura por adicion de la MTGasa también se vio reflejado en la textura

de los quesos. En los quesos de coagulacidn acida, esta cambid en consonancia con los efectos

observados a nivel de microestructura. En este sentido, el incremento en la dureza de los quesos
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tratados con la enzima, en relacién al tratamiento Control, estaba estrecha y directamente
relacionado con las mejoras a nivel de microestructura. Ademads, las mejoras en microestructura
y textura se correspondian con mejoras a nivel de composcidn, concretamente de contenido en
proteinas. Este tridangulo interactivo parece légico. Otros autores, trabajando con geles lacteos
desarrollados mediante acidificacidn, han observado también que el entrecruzamiento de las
proteinas por accion de la MTGasa da como resultado aumentos en la firmeza del gel ademas
de una mayor facilidad en el drenaje del suero, incluso en casos en que la cantidad de
entrecruzamientos ha sido muy baja (Feergemand et al., 1999; Lauber et al., 2000; Schorsch et
al., 2000). En el presente estudio, también se observd un cambio en el patrén de drenaje de

suero en el mismo sentido.

Sin embargo, en los quesos de coagulacion enzimatica, por el contrario, el hecho de presentar
una estructura con mayor nimero de poros estuvo ligado a una disminucidn de la dureza de los
guesos. En estos no hubo un incremento en el contenido de proteina, en relacién con los
tratamientos Control, que permitiera el refuerzo de la estructura tridimensional, pero si una
ligera tendencia a presentar un mayor contenido de agua. Esto resulté en productos con valores
de dureza menores en comparacion con los de los quesos no tratados. Este comportamiento en
relacidon a la textura en quesos de coagulacién enzimatica coincide con diferentes estudios
reportados anteriormente en la literatura. Algunos autores también lo atribuyen a que el
entrecruzamiento catalizado por accion de la MTGasa impediria la liberacién del CMP de la
superficie micelar, por la alta afinidad de la k-CN para interactuar con la MTGasa, alterando y
alargando el proceso de coagulacion; incluso algunos mantienen que se inhibe el proceso de
coagulacidén, cosa que no ocurrid en el presente trabajo cuando el tratamiento con MTGasa se
realizd previamente a la adicidn del cuajo (Bénisch et al., 2008; Mahmood y Sebo, 2009; Ozer et
al., 2012; Domagala et al., 2016; Metwally et al., 2018). Aunque las curvas de coagulacién
obtenidas en el presente estudio reflejaron un retraso en el tiempo de coagulacién cuando el
tratamiento con MTGasa se realizé previamente a la adicidn de cuajo en relacion al tratamiento
sin dicha enzima, cosa que practicamente no sucedia cuando MTGasa y cuajo se afiadian
conjuntamente, los resultados en cuanto a rendimiento quesero y caracteristicas del producto
final sugieren que este retraso no tiene mucha relevacia. Segin Mahmood y Sebo (2009), el
tratamiento con MTGasa posterior al corte de la cuajada seria el mas adecuado para evitar la
reduccion en la dureza de los quesos y las pérdidas de proteina y grasa con el suero, en

comparaciéon con el tratamiento previo a la adicién del cuajo o de manera conjunta,
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contrariamente a lo observado en este trabajo (datos referentes al tratamiento posterior, no
mostrados). Debido a la gran discrepancia observada entre estudios distintos en cuanto al mejor
momento para tratar con MTGasa durante el proceso de elaboracién de quesos frescos de
coagulacién enzimatica, se precisa profundizar en los factores que pueden alterar el

comportamiento de ambas enzimas.

El impacto de los efectos del tratamiento con MTGasa a nivel molecular se tradujo, también en
ambos tipos de queso, en un incremento en el rendimiento quesero. En el caso del queso de
coagulacién acida tipo quark, el rendimiento incrementé de manera lineal con la concentracion
de MTGasa aplicada. Este aumento fue debido, por un lado, a incremento de sélidos retenidos,
el cual fue del mismo orden para todos los niveles de enzima ensayados; por el otro, a un
aumento en la retencién de agua dependiente directamente de la concentracion de MTGasa.
Sin embargo, la retencidn de agua fue siempre mayor en los quesos control. Mazuknaite et al.
(2013) reportaron igualmente un incremento en el rendimiento de un tipo de queso tradicional
lituano de gelificacién acida, como resultado de un mayor grado de polimerizacion de las
proteinas lacteas por accidn de la MTGasa, lo que provoco un aumento en el contenido proteico
de la cuajada, acompafiado de una reduccion de este en el suero. Paralelamente, el analisis de
la composicidon quimica de los sueros y quesos tipo quark del presente estudio reflejé una
dindmica similar con un incremento en el contenido de proteina del queso, acompafiado de una
reduccion en el contenido de humedad, coherentes con el comportamiento de la dureza de los
quesos y los cambios a nivel de su microestrutura, al tiempo que ocurria una reduccion y un
incremento significativos en el contenido de proteina y de agua, respectivamente, en los sueros,
como consecuencia del tratamiento con MTGasa en comparacién con las muestras Control.
Revisiones en la literatura indican un comportamiento similar al mencionado, provocado por la
incorporacién de la MTGasa en la produccién de este tipo de queso. De esta forma, en estudios
relacionados con la coagulacion acida de la leche, se han reportado incrementos en la firmeza
del gel y mejoras en la retencion del suero (Schorsch et al., 2000; Jaros et al., 2007; Mazuknaite
et al., 2013). Dichos resultados estarian relacionados con la asociacién de las micelas de caseina
con proteinas séricas desnaturalizadas durante el tratamiento térmico de la leche, quedando
estas uUltimas atrapadas en forma de apéndices filamentosos que resultarian en mayores sitios
sobre los cuales actuaria la MTGasa, permitiendo un mayor entrecruzamiento de las proteinas

y por lo tanto un incremento en la firmeza del queso (Lucey et al., 1998; Anema et al., 2005).
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También se confirmé un incremento en el rendimiento de los quesos de coagulacion enzimatica
tratados con MTGasa respecto al Control, similar a lo reportado en la literatura para la
elaboracion de quesos similares (Hu et al., 2013; Escobar et al., 2014; Danesh et al., 2018;
Metwally et al., 2018). Sin embargo, como ya se menciond anteriormente, el momento de
adiciéon de la MTGasa durante el proceso de elaboracidn del queso no resultdé determinante en
cuanto al rendimiento quesero. En la literatura, por el contrario, estudios relacionados han
obtenido diferencias significativas en el efecto de la adicién de MTGasa. En los de coagulacion
enzimatica, el rendimiento se vio mejorado por un aumento en el atrapamiento de agua, sin
implicar una mayor recuperacidn de proteinas respecto a los quesos preparados en ausencia de

MTGasa.

En vista de que el rendimiento del queso depende de factores como la composicidon quimica de
la leche, la eficiencia en la recuperacién de las caseinas y la grasa en el queso, las pérdidas de
los constituyentes lacteos en el suero por cuenta de la manipulacién de leche y los
procedimientos de elaboracion del queso, la economia de la produccidon quesera se fundamenta
en maximizar los rendimientos a través de la recuperacion eficiente de los componentes de la
leche, a la vez que se minimizan las pérdidas de los constituyentes en el suero (Farkye, 2004). El
hecho de que la adicién de MTGasa haya permitido obtener incrementos en los rendimientos
de ambos tipos de queso, confirma la versatilidad y robustez de la enzima para catalizar
reacciones bajo diferentes condiciones, como lo son la acidificacion o la incorporacién de un
agente coagulante. Al mismo tiempo, la modificacién enzimatica representa un método util en
vista de la alta especificidad de las reacciones de este tipo vy, por lo tanto, de un riesgo menor
en la formacion de residuos tdxicos en el producto final. Desde el punto de vista industrial, la
aplicacion de la MTGasa resulta mucho mads simple y supone cambios minimos en los procesos
de produccidn, en comparacidn con otros métodos empleados para la mejora del rendimiento
o laretencidn de proteinas séricas en la cuajada, ademads de permitir una reduccidn de los costos
de produccidn al incrementar la cantidad de queso producido a partir de la misma cantidad de
leche procesada. Asimismo, un incremento en el rendimiento del queso significa una mejora en
la eficiencia del procesado de la leche y un aumento de la rentabilidad de este producto, lo cual
puede suponer un gran beneficio y resultar de interés en paises subdesarrollados, en los cuales
la disponibilidad de la leche puede ser limitada y, por lo tanto, la aplicacion de la MTGasa

resultaria en un mejor aprovechamiento de esta materia prima.
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En relacion a los andlogos de queso fresco de coagulacién enzimatica tipo Burgos, el tratamiento
con MTGasa de la mezcla de ingredientes lacteos utilizados para su elaboracidn, no permitié
obtener un producto similar a la referencia comercial deseada, eso es, quesos frescos UF, para
ninguno de los cuajos ensayados (CHY-MAX y Fromase). El rango de concentraciones de MTGasa
ensayado fue suficente para las condiciones de procesado aplicadas, observandose también que
una sobredosificacién de enzima podia suponer un retroceso en las mejoras obtenidas. Seria
recomendable mejorar el proceso de elaboracién, sobre todo en lo relacionado con la etapa de
homogeneizacidon de los ingredientes lacteos, antes de proceder a mejorar las caracteristicas de

los productos obtenidos con la aplicaciéon de MTGasa.
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CAPITULO 7.







CAPITULO 7.
CONCLUSIONES

Quesos de coagulacidn acida tipo quark

1. En quesos frescos de coagulacién acida tipo quark, la adicidon de transglutaminasa microbiana
(MTGasa) durante el proceso de elaboracién del queso permite incrementar el rendimiento
guesero en una forma dependiente de la concentracién de enzima en el rango de
concentraciones ensayado (0.2 - 0.6 g MTG-L?). Este incremento es debido a una mayor
recuperacion de sélidos por accidn de la enzima, asi como al aumento en la retencidn de agua
en los quesos tratados en funcién de la concentraciéon de MTGasa.

2. El tratamiento con MTGasa incrementa el valor nutritivo de los quesos obtenidos debido al
aumento en el porcentaje de proteina, aunque la relacion que se establece entre
concentracién de enzima aplicada y porcentaje de proteina en el queso sigue un
comportamiento en forma de pardbola invertida, indicando que una sobredosificacién de la
enzima conlleva un retroceso en las mejoras obtenidas.

3. La dureza de los quesos varia en funcion de la concentracion de MTGasa aplicada, siguiendo
un comportamiento muy similar al del contenido en proteina y en consonancia con los
efectos de la enzima sobre la microestructura de los quesos. En las muestras tratadas con
MTGasa, se observa una mejora en el grado de estructuracion y en el patrén de porosidad
de la red proteica en una forma dependiente de la concentracién de enzima hasta alcanzar
un valor de 0.4 g MTG-L™.

4. Los cambios en el perfil proteico de los quesos tratados con distintas concentraciones de
MTGasa respecto al del queso sin tratar, son consistentes con las modificaciones a nivel de
composicion quimica y textura.

5. Considerando globalmente los resultados obtenidos, la concentracion de MTGasa mas
recomendable para este tipo de queso es 0.4 g MTG-L™.

Quesos de coagulaciéon enzimatica

6. El tiempo de corte de la cuajada para la elaboracién de queso fresco de coagulacion
enzimatica utilizando tanto quimosina producida por fermentacién (CHY-MAX y Maxiren),
como un agente coagulante de origen fungico (Fromase), se encuentra alrededor de 30 min
en las condiciones de incubacién aplicadas. Sin embargo, independientemente del cuajo
utilizado, el tratamiento de la leche con MTGasa previo a la adicidn del cuajo ralentiza el
proceso de coagulacidn, mientras que la adicidon simultdnea no tiene practicamente ningin
efecto sobre la cinética de coagulacidn.

7. El tratamiento de la leche con MTGasa, ya sea en una etapa previa o de manera simultanea
a la accidn del cuajo durante la elaboracién de queso fresco de coagulaciéon enzimatica,
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conlleva un incremento en el rendimiento quesero. Esto parece estar relacionado con una
mayor retencidn de agua, aunque los datos de composicidon quimica no lo confirman de
manera signicativa.

Independientemente del tipo de agente coagulante utilizado, el tratamiento previo con
MTGasa a la adicién de cuajo disminuye significativamente los valores de dureza del queso
respecto al tratamiento Control, aunque se asemejan a los de quesos comerciales del mismo
tipo, con lo que podrian considerarse adecuados. La aplicacidn conjunta de MTGasa y cuajo
permite obtener quesos con una dureza intermedia entre los dos tratamientos anteriores.

La presencia de polimeros de nueva formacién de elevado peso molecular en los perfiles
proteicos correspondientes a los tratatamientos con MTGasa, pone de manifiesto la
actividad de entrecruzamiento de esta enzima, aunque con resultados ligeramente distintos
en funcidn del origen del cuajo. Si bien la formaciéon de dichos polimeros modifica la
microestructura del queso, no se ha evidenciado un efecto positivo significativo sobre su
textura, a diferencia de lo que ocurre en los quesos de coagulacién acida.

Analogos de quesos de coagulacion enzimatica

10.

11.

12.

13.

14.

La composicion quimica de los andlogos de queso de coagulacidn enzimatica obtenidos bajo
cualquiera de las condiciones de elaboracion ensayadas en relacién con la aplicacion o no
de MTGasa (1,3 y 5 U-gt de proteina) y al tipo de cuajo utilizado (CHY-MAX y Fromase), no
se modifica respecto de la formulacién inicial.

Los perfiles electroforéticos de los analogos de queso elaborados con MTGasa confirman
su participacion en el entrecruzamiento de proteinas lacteas, aunque la formacién de
polimeros de mayor peso molecular solo se traduce en un incremento significativo de la
dureza de los quesos cuando la enzima se aplica a una concentracién de 3 U-g™ de proteina,
para cualquiera de los dos cuajos ensayados.

Los analogos de queso obtenidos en el contexto del presente estudio se caracterizan por
su textura blanda y mayor adhesividad, en comparacién con los quesos comerciales de
referencia.

En general, los andlogos de queso elaborados bajo cualquiera de las condiciones
contempladas en este estudio tienen poca tendencia a la sinéresis, de manera que el
tratamiento con MTGasa solo resulta beneficioso en el caso del uso de CHY-MAX como
agente coagulante, debido a su menor eficiencia en relacion con este parametro.

En las condiciones de proceso aplicadas para la elaboracién de los andlogos de queso, no
es posible obtener los resultados esperados de acuerdo con el producto de referencia
considerado.
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