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La desnaturalizacion de las proteinas de la leche y su influencia en el
rendimiento del queso fresco

(Denaturation of milk proteins and their influence on the yield of fresh
cheese)
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Resumen:

Para determinar la desnaturalizacion que sufren las proteinas de la leche por los efectos del
tratamiento térmico en la pasteurizacién y establecer su influencia en el rendimiento del queso
fresco fabricado, se hicieron 20 producciones a escala de laboratorio y 40 producciones en
planta. Se empled leche cruda y tratada a 65 °C por 30 minutos, 72 °C por 15 segundos y a
ebullicién por 2 segundos, y se cuantifico la proteina en la leche para calcular el porcentaje de
desnaturalizacién. En el queso se determind el contenido de humedad y se cuantificd la
cantidad de queso obtenido. Los datos fueron procesados mediante andlisis de medias de
Tukey. Los resultados a nivel de laboratorio reflejaron que el incremento de temperatura
provocé mayor desnaturalizacién de las proteinas, un mayor rendimiento y un aumento de
humedad en el queso en relacion al obtenido con la leche cruda. Sin embargo,
estadisticamente los resultados demostraron que el tratamiento térmico si influye en la
desnaturalizacion de las proteinas pero no en el rendimiento del queso. Los resultados
obtenidos en la investigacion en fabrica revelaron que a temperatura de 65 y 72 °C el
rendimiento disminuye con relacién a la produccién con leche cruda, pero estadisticamente no
presenta diferencias significativas en el rendimiento para leche pasteurizada a 65 °C por 30
minutos y la leche cruda, concluyendo que la pasteurizacion a diferentes temperaturas
desnaturalizan la proteina pero no influye en el rendimiento del queso fresco elaborado.
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Abstract:

To determine the denaturation of milk proteins by the effects of heat treatment on pasteurization
and to establish their influence on the yield of the fresh cheese manufactured, 20 laboratory-
scale controlled trials and 40 plant productions were made. Crude and treated milk was used at
65 ° C for 30 minutes, 72 ° C for 15 seconds and boiled for 2 seconds, and the protein was
quantified in milk to calculate percent denaturation. In the cheese the moisture content was
determined and the amount of cheese obtained was quantified. The data were processed by
Tukey's mean analysis (p> 0.05). The results at the laboratory level showed that the increase in
temperature caused higher denaturation of the proteins, a higher yield and an increase in
moisture in the cheese compared to that obtained with raw milk. However, statistically the
results showed that the heat treatment does influence the denaturation of the proteins but not
the performance of the cheese. The results obtained in the factory investigation revealed that at
65 and 72 ° C the yield decreases relative to the production with raw milk, but statistically does
not present significant differences in the yield, concluding that the pasteurization at different
temperatures denature the protein But does not influence the performance of fresh processed
cheese.
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1. Introduccién

Las microempresas del sector lacteo en Ecuador fabrican queso principalmente del tipo fresco no
madurado, es decir de aquel que se debe consumir inmediatamente después de la fabricacion,
utilizando como materia prima indistintamente la leche cruda o la leche pasteurizada. Aunque es
conocido que la pasteurizacion ayuda a brindar leche y quesos inocuos, todavia la mayoria de los
productores de las microempresas creen que la pasteurizacion dafa a la leche y produce menos
quesos que la leche sin pasteurizar. Esto se debe al desconocimiento o la poca informacién sobre
el efecto del tratamiento térmico en la elaboracion del queso fresco y particularmente en las

proteinas, las cuales son las que intervienen mayoritariamente en la obtencién del mismo.

Estudios realizados en diferentes trabajos demuestran que los tratamientos térmicos provocan la
desnaturalizacion de las proteinas, es decir producen un cambio en la estructura fisica de las
proteinas, pero en general no afectan a la composicion de aminoacidos y por lo tanto a las
propiedades nutricionales de la leche. Las B-lactoglobulinas son las mas afectadas en estos
tratamientos (Rynne et al., 2004) proporcionando el “gusto acido” de la leche, mientras que las
micelas de caseina son notablemente estables e incluso a temperaturas de hasta 140 °C
(Tornadijo et al., 1998). Sin embargo, cuando se calienta por encima de los 100 ° C puede existir
una disminucién del pH, que es causada por la formacion de acidos organicos de la degradacién

de la lactosa y la precipitacién de fosfato de calcio (Martinez-Castro et al., 1986).

La desnaturalizacién ofrece importantes ventajas tales como el aumento del rendimiento y del
valor nutritivo del queso (Kethireddipalli et al., 2010) y la destruccion de bacterias tanto benéficas
como perjudiciales. Rodriguez (2002) plantea que la leche puede tener alteraciones fisicas y
pérdidas importantes del valor nutritivo cuando sufre tratamiento térmico excesivo, como por
ejemplo la pérdida de lactosa a través de la reaccién de Maillard, que produce sabores y colores
indeseables. La disminucion en el contenido disponible del aminoacido lisina es entre 1-2% por
efecto de la pasteurizacion y entre 2-4% por esterilizacion a altas temperaturas. Sin embargo,
tratamientos mas severos como la concentracibn por evaporacion a alta temperatura o la
esterilizacion en tarro pueden causar pérdidas de mas de 20% (Fennema,1985). Otros cambios
significativos en las proteinas que se producen en el calentamiento de la leche por encima de los
60 °C incluyen la desnaturalizaciéon de las proteinas del suero, las interacciones entre las
proteinas de suero desnaturalizadas y las micelas de caseina y la conversion del calcio, magnesio

y fosfato solubles en estado coloidal (Singh y Waungana, 2001).

La pasteurizacién de la leche en las microempresas se realiza en forma discontinua aplicando
fuego directo, o con vapor, a diferentes temperaturas. Las temperaturas mas utilizadas son entre
63 a 65 °C por un tiempo de 30 minutos y de 72°C por 15 a 20 segundos. Entonces es de
importancia conocer cual es el grado de la desnaturalizaciéon de las proteinas y como esto afecta

en el rendimiento del proceso de los quesos elaborados en condiciones controladas en el
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laboratorio y en condiciones reales en fabrica. El objetivo de este estudio es evaluar los cambios
que se producen en la leche al ser sometida a diferentes tiempos y temperaturas y su influencia
en la calidad y rendimiento del queso fresco. Para esto se cuantificé el porcentaje de proteina en
la leche cruda y tratada a tres niveles de temperatura y tiempos de sostenimiento, se calcul6 el
porcentaje de desnaturalizacion de la proteina en la leche y se determin6 el porcentaje de
humedad y el rendimiento de los quesos.

2. Metodologia

Este estudio fue desarrollado en el laboratorio de Control de Calidad de Alimentos de la
Universidad Nacional de Chimborazo y en la planta de produccion de la microempresa “Lacteos
San Salvador” del cantén Riobamba, provincia de Chimborazo, ubicado en la sierra central del

Ecuador.
2.1 Disefio experimental.

Se utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado a dos niveles: un nivel controlado

en laboratorio y un nivel en condiciones reales de fabrica.

A nivel de laboratorio, se trataron 20 unidades experimentales desglosadas en 4 tratamientos con
5 réplicas. Los tratamientos consistieron en (1) leche cruda o sin pasteurizacion, (2) leche
pasteurizadas a 65°C por 30 minutos, (3) leche pasteurizada a 72°C por 15 segundos, y (4) leche
pasteurizada a punto de ebullicién por 2 segundos. Para cada repeticion se utilizaron 10,5 litros de
leche repartida de la siguiente manera: 0,5 litros para determinar la calidad de la materia prima, y
para cada tratamiento 2,5 litros de los cuales 0,5 litros fueron utilizados para determinar por
duplicado el porcentaje de proteina que permitié calcular el porcentaje de desnaturalizacion, y 2

litros para elaborar el queso en el cual se determiné el peso y el porcentaje de humedad.

A nivel de fabrica se realizaron 40 unidades experimentales (4 tratamientos con 10 repeticiones).
Para cada unidad experimental se utilizaron 500 litros de leche y se fabricaron queso en moldes
de 700 gramos. Para determinar la influencia en el rendimiento se cont6 el nimero de quesos

fabricados y se calculé el rendimiento en kilogramos de queso por 100 kilogramos de leche.
2.2. Procedimientos
2.2.1 Andlisis fisico quimicos

Para el control de calidad de la leche se utiliz6 el analizador de Leche Ultrasénico, marca
Milkotester, con el cual se cuantificaron los parametros de densidad, grasa, proteinas y punto
crioscopico. Para la determinacion de acidez, pH, prueba de alcohol y prueba de azul de

metileno, se siguieron los métodos de ensayo NTE INEN 13, 973, 018 y 1500 respectivamente.
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2.2.2 Determinacion del porcentaje de desnaturalizacion

El procedimiento aplicado fue el descrito por Manji y Kakuda (1987) que consiste en calcular el
porcentaje de desnaturalizacion comparando el porcentaje de nitrogeno de la leche tratada

térmicamente con el porcentaje de nitrdgeno de la leche cruda, mediante la ecuacion

WPNraw — WPNheated
X
WPNraw

% Desnaturalizacion = 100,

donde WPNraw es el porcentaje de nitrégeno de la leche cruda y WPNheated el porcentaje de
nitrogeno de la leche pasteurizada.

En nuestro caso se tomaron los 0,5 litros de leche y se filtraron para garantizar que no existan
impurezas 0 cuerpos extrafios. Luego se pasteurizaron en bafio maria a las diferentes
temperaturas y tiempos indicados anteriormente con agitacibn manual constante. Finalmente las
muestras se enfriaron rapidamente hasta una temperatura de 20 °C y se filtraron al vacio. El
porcentaje de nitrégeno se determind por el método de Kjeldahl (Método de digestion en parrilla
usando cobre como catalizador y una unidad de destilacion con vapor marca VELP). El
porcentaje de proteina se calcul6 utilizando el factor 6,38 correspondientes a lacteos.

2.2.3 Proceso de elaboracion del queso fresco

Para la elaboracién del queso fresco en el laboratorio se siguié el mismo procedimiento utilizado

por la microempresa “San Salvador” que consistié en los siguientes pasos:

1) Subir la temperatura de la leche a las tres temperaturas bajo estudio, 65 °C, 72 °C y a punto
de ebullicién, en el menor tiempo posible. Dejar transcurrir 30 minutos, 15 segundos y 2
segundo respectivamente y enfriar rapidamente hasta alcanzar 40 °C.

2) Para la produccion de queso con leche cruda subir la temperatura hasta 40 °C.

3) A todos los tratamientos se adicion6d 0,02%m/m de cloruro de calcio (a nivel de fabrica la
cuajada del tratamiento a punto de ebullicion fue muy blanda y dificil de manejar por lo cual se
adicion¢ el doble de cloruro de calcio).

4) Se enfrio a 38 °C para adicionar la cantidad de cuajo recomendado por el fabricante y se dejé
reposar por 30 minutos para que se forme la cuajada.

5) Transcurrido el tiempo se realiz6 mediante batido lento el corte de la cuajada, se procedi6 al
desuerado, moldeado, enmallado y prensado por 2 horas.

6) Se sumergieon los quesos en sal muera por 2 horas y se orearon por 5 minutos.
2.3 Andlisis estadistico

Los resultados de cada uno de los parametros determinados fueron procesados mediante un
analisis de varianza ANOVA de un factor y los promedios se compararon por el test de Tukey con

un nivel de significancia de 0,05 con el uso del programa estadistico SPSS.

Enfoque UTE, Mar.2017, pp.121 - 130



125

3. Resultados y discusion
3.1 Calidad de la leche

La Tabla 1 muestra el analisis fisicoquimico de la leche entera. Los niveles indicados se
encuentran dentro de los requisitos que establece la Norma INEN 9:2012 para leche cruda y
corresponden a leche de buena calidad.

Tabla 1. Promedios del analisis fisicoquimico de la leche cruda

o Norma INEN 9:2012
PARAMETROS RESULTADOS ,
Min Max
Densidad a 15 °C 1,029 + 0,001 1,029 1,033
% Grasa 3,775+ 0,150 3 -
% S. totales 18,783 £ 0,490 11,2 -
% Acidez exp Ac. Lactico 0,172 + 0,006 0,13 0,18
pH 6,850 + 0,050 - -
P. Crioscopico °H -0,554 + 0,024 -0,555 -0,53
% Proteina 3,384 + 0,179 29
Ens_ayo de reductasa (azul de Mas de 3 horas 3 i
metileno)
Para leche destinada a
Reaccion de estabilidad pasteunzf';\mon: No S€
: . coagulara por la adicion de
proteica (prueba Negativo un volumen igual de alcohol
de alcohol) neutro de 68% en peso o
75% en volumen

3.2 Efecto del tratamiento térmico sobre las proteinas de la leche

En la Figura 1 se representan el valor medio y el andlisis con el test de Tukey de las
determinaciones de proteina de las cinco repeticiones para cada tratamiento. Se observa que a
medida que incrementa la temperatura, la cantidad de proteina desciende respecto a la proteina
de la leche cruda. Esto es debido a que al someter la leche a temperatura se produce una pérdida
de la solubilidad de las proteinas, y son las proteinas del suero las que coagulan (Lau et al., 1991)
y fueron retenidas en la filtracién. Estadisticamente no existe una diferencia significativa entre el
contenido medio de las proteinas de la leche cruda con la tratada a 65 °C, pero si con el resto de
temperaturas. Tampoco se observan diferencias significativas en el porcentaje de proteina entre

los tratamientos a 65y 72 °C, y el de 72 °C con respecto al del punto de ebullicion.

En la Figura 2 se representa el valor medio del porcentaje de desnaturalizacion de las proteinas,
y se puede observar que el tratamiento térmico aumenta la desnaturalizacion y que

estadisticamente son diferentes.
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TRATAMIENTOS

Figura 1. Promedio del Porcentaje de proteina en la leche y andlisis de Tukey.
Los datos con letras iguales no presentan diferencias significativas.
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65°C/30 min 72°C/15s p.e./2s
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Figura 2. Porcentaje de desnaturalizacion de la proteina.
Los datos con letras iguales no presentan diferencias significativas
Rynne y sus colaboradores (2004) reportan que en el proceso de pasteurizacion a 72 °C x 15
segundos se obtiene un porcentaje de desnaturalizacién del 7%, valor cercano a 8,47 + 0.58%
determinado en este trabajo. A 63°C x 30 min ellos no obtienen desnaturalizacion de las
proteinas; sin embargo, en nuestro estudio a 65 °C existe un 5.4%, lo cual esta de acuerdo con la

tendencia en la dependencia de la desnaturalizacion con la intensidad del tratamiento térmico.

En la Figura 3, se reportan los promedios del porcentaje de humedad determinadas en el queso
elaborado en el laboratorio. Se observa un incremento de humedad en los quesos en relacién con
el tratamiento control, este incremento se debe a la capacidad de retencién de agua inducido por
el estiramiento (desnaturalizacion) que sufren las moléculas de las proteinas del suero por accion

del calor (Kethireddipalli et al., 2010), la cual provoca ademéas una cuajada débil (Grappin y
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Beuvier, 1997) pero a la vez un incremento en el rendimiento del queso, como se observa en la
Figura 4. Estadisticamente los primeros tres tratamientos son significativamente diferentes, pero el
tratamiento a 72 °C y el de punto de ebulliciébn son iguales. Se debe sefalar que el porcentaje de
humedad de todos los tratamientos cumple con los requisitos de la norma NTE INEN 1528:2012

Primera revision que para quesos blandos debe tener un valor maximo del 80%.

72.00 70,04¢
68,29¢

70.00
68.00
66.00 62,74
64.00
62.00
60.00
58.00
56.00
54.00
52.00

58,412

% HUMEDAD

Cruda 65°C/30 min 72°C/15s p.e/ls
TRATAMIENTOS

Figura 3. Influencia del tratamiento térmico sobre la humedad. Los datos con letras iguales no
presentan diferencias significativas.

La Figura 4, compara los valores promedios de los rendimientos obtenidos a nivel de laboratorio
con respecto a los de planta y se puede evidenciar que a nivel de laboratorio el rendimiento
aumenta con el aumento de la temperatura. Sin embargo, a nivel de fabrica se produce una
disminucion en la produccion de queso de hasta un 2%” en los tratamientos a 65°C y a 72°C. Esto
ocurre debido a que por efecto de la temperatura se forman coagulos finos (Singh y Waungana,
2001) que en fabrica se van en el lactosuero durante el desuerado y no contribuyen al rendimiento
del queso. Se determindé ademéas que no existen diferencias significativas en el rendimiento para
los dos primeros tratamientos (65 y 72 °C). En el caso del tratamiento a punto de ebullicion existe
un incremento debido a que se adicioné el doble de Cloruro de Calcio para endurecer la cuajada
evitando pérdidas durante el desuerado (Sbodio et al., 2010).

Es importante enfatizar que durante el proceso de elaboracion del queso en el laboratorio se
observd que el aumento de temperatura en la pasteurizacién de la leche provocé una cuajada
débil, es decir con poca firmeza mecanica que dificult6 la cortada, y que ademas la formacién del
coagulo requiri6 de mas tiempo. Esto es debido al aumento de la hidratacién de las proteinas

desnaturalizadas cuando se aumenta la temperatura (Schreiber, 2001; Singh y Waungana, 2001).

El calor afecté también al sabor y olor del queso sobre todo en los tratamientos a punto de

ebullicién, en el que presentd un sabor a cocido y un olor a requeson (queso obtenido del suero).
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Esto se debe a la liberacion de los radicales sulfhidrico que se liberan de las B-lactoglobulina y
a-lactoalbumina formando compuestos sulfurados (Hicks, et al., 1986), por lo que este tratamiento

no es muy recomendado.
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Cruda 65°C/30 min 72°C/15s p.e/ls
TRATAMIENTOS

Figura 4. Influencia del tratamiento térmico sobre el rendimiento del queso elaborado en
laboratorio y en fabrica.
En la Figura 5, se muestran los valores medios del rendimiento de los procesos de fabricacion de
gueso y mediante el andlisis de Tukey a un nivel de significancia menor a 0,05 se puede observar
que en planta no hay diferencia significativa entre el rendimiento del queso al producir con leche
cruda y pasteurizada a 65°C pero si con el resto de temperaturas, tampoco se observan
diferencias significativas en el rendimiento entre los tratamientos a 65 y 72 °C, siguiendo esta

misma tendencia en el rendimiento de los quesos producidos en el laboratorio.

Se evidencia también que no existen diferencias significativas entre la produccién en el laboratorio

con la planta cuando se utiliza leche cruda, pero si para el resto de tratamientos.

25.00 - a

20,78

cd
20.00 de ef 18,61
16,80 16,77

15.00

10.00 ® Laboratorio

B Fabrica

RENDIMIENTO (%)

5.00
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Cruda 65°C/30 min  72°C/15s p.e/2s

TRATAMIENTOS

Figura 5. Comparacion del rendimiento en la produccién del queso fresco elaborado en laboratorio y en
fabrica. Los datos con letras iguales no presentan diferencias significativas.
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4. Conclusiones y Recomendaciones

En resumen, hemos estudiado los efectos del tratamiento térmico en la pasteurizacion de la leche
y en la fabricacion del queso fresco, utilizando leche cruda y tratada a 65 °C por 30 minutos, 72 °C
por 15 segundos y a ebulliciébn por 2 segundos. Los resultados a nivel de laboratorio reflejan que
el incremento de temperatura provoca una mayor desnaturalizacion de las proteinas, un mayor
rendimiento y un aumento de la humedad en el queso en relacién al obtenido con la leche cruda.
Sin embargo, estadisticamente los resultados demostraron que el tratamiento térmico si influye en
la desnaturalizaciébn de las proteinas pero no en el rendimiento del queso. Los resultados
obtenidos en la investigacién en fabrica revelaron que a temperatura de 65° y 72 °C el rendimiento
disminuye con relacién a la produccion con leche cruda, pero estadisticamente no presenta
diferencias significativas en el rendimiento para leche pasteurizada a 65 °C por 30 minutos y la
leche cruda.

Entonces podemos concluir que a medida que se incrementa la temperatura en la pasteurizacion
de la leche incrementa el porcentaje de desnaturalizacion de las proteinas, pero no influyen en el
rendimiento de la elaboracién del queso, tanto a nivel de laboratorio como de fabrica, cuando la
temperatura de pasteurizacion es de 65°y 72 °C.

Pese a que la pasteurizacion de la leche a punto de ebullicion da un mayor rendimiento, no se
recomienda este procedimiento debido a que se requiere mayor cantidad de cloruro de calcio y el

queso tiene un olor a leche cocida.
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