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RESUMEN

El uso de coagulantes alternativos en la fabricacion del queso favorece la obtencion de productos con difer-
entes caracteristicas a los que habitualmente encontramos en el mercado. Los coagulantes vegetales mds utili-
zados en la actualidad son los derivados de Cynara Cardunculus, ya que permiten la elaboracién de variedades
de quesos con caracteristicas organolépticas diferentes, que son ampliamente aceptadas por consumidores.
En este trabajo se ha comparado la actividad coagulante de dos extractos vegetales de la flor de cardo (cardo
silvestre: Cynara cardunculus subsp. flavescens y cardo cultivado: Cynara cardunculus subsp. cardunculus)
comparandolos con coagulantes de origen animal y microbiano en leche de cabra Murciano-Granadina. Para
ello se han utilizado dos métodos que definen el tiempo de coagulacion: determinacion visual de la aparicion
de los primeros fléculos (Método de Berridge) y la aplicacion de sensores Gpticos (CoAguLab™). No se ob-
servan diferencias significativas en el perfil de reflectancia difusa, obtenido por el sensor CoAguLab™ entre
los coagulantes vegetales y microbianos, pero si entre estos y los de origen animal con un 80% de quimosina.
Los resultados obtenidos demuestran la existencia de una correlacion lineal entre ambos métodos, por lo que el
sensor Optico podria ser una alternativa al método de Berridge.

Palabras clave: Cynara cardunculus, coagulantes, CoAguLab™, sensor éptico, Método de Berridge, leche
de cabra.

ABSTRACT

The uses of alternative coagulants in cheese manufacture increase the products variability usually found in
the market. Most of the vegetable coagulants used today are derived from Cynara cardunculus which allow the
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development of cheeses with different sensory characteristics. In this study, the clotting activity of two vegeta-
ble coagulants (wild cardoon: Cynara cardunculus subsp. flavescens and cultivated cardoon: Cynara carduncu-
lus subsp. cardunculus) was compared with animal rennet and microbial coagulant in Murciano-Granadina goat
milk. Two different procedures have been applied: Berridge method and optic sensor (CoAguLab™). The cor-
responding means of vegetable, animal and microbial coagulant reflectance profiles obtained by CoAguLab™
were compared and no differences were found between vegetal and microbial coagulants, while differences
were found between these and animal rennet (80% chymosin). Monitoring results showed the existence of a
linear relationship between both methods, so that the optical sensor could be an alternative for Berridge method.
Keywords: Cynara cardunculus, coagulants, CoAguLab™, optic sensor, Berridge Method, goat milk

INTRODUCCION

Uno de los factores que condicionan las ca-
racteristicas finales del queso es el proceso de
coagulacion, siendo el tipo de enzima el factor
mds influyente (Esteves et al., 2001). Aunque
durante la elaboraciéon de diferentes tipos de
quesos las enzimas responsables del proceso
de coagulacién se utilizan en pequefias canti-
dades, el origen de las mismas (animal, micro-
biano o vegetal) tiene una gran importancia en
el producto final, ya que desempefian un papel
preponderante en sus caracteristicas organolép-
ticas, especialmente cuando los periodos de ma-
duracién de los quesos son prolongados, por lo
que se debe asegurar que la adaptabilidad tec-
noldgica del tipo coagulante con el que vamos
a trabajar sea la adecuada.

Las variaciones existentes entre las caracte-
risticas de las diversas variedades de quesos, se
basan en la diferente degradacién de la matriz
proteica producida por los agentes empleados
en el proceso de coagulaciéon durante la madu-
racién. Dicha degradacién influye en los cam-
bios del perfil de textura del queso (elasticidad,
fragilidad, adhesividad, dureza, gomosidad y
masticabilidad), en el desarrollo de sabores ba-
sicos (salado, amargo, dulce, dcido y umdmico),
y por supuesto en su olor, por la produccion
de amoniaco, aminas, compuestos azufrados y
dcidos grasos libres volatiles (Macedo et al.,
1996).

Ademds de las enzimas de origen animal y
microbiano, las plantas también producen pro-
teasas que pueden coagular la leche y que se en-

cuentran en distintos lugares como frutos, semi-
llas, raiz o savia, pero principalmente se loca-
lizan en las hojas y flores. Diferentes proteasas
(papaina, fidina y bromelina) extraidas de las
plantas superiores Carica papaya, Ficus glabra
y Ananas comosus, respectivamente, han sido
ensayadas como potenciales sustitutas del cuajo
(Roseiro et al., 2003), pero los resultados no
han sido muy prometedores debido a su elevada
actividad proteolitica asi como por la capaci-
dad de producir péptidos amargos (Koning-De,
1978). El coagulante vegetal mds conocido es
el derivado de la flor del cardo (Cynara car-
dunculus), con una mayor actividad proteoli-
tica frente al cuajo de ternera que favorece la
obtencién de una pasta mds blanda (Vieira de
Sa y Barbosa, 1972). La utilizacién del coagu-
lante de Cynara cardunculus como sustituto de
cuajo animal es empleado en la fabricacién de
algunos quesos de leche de oveja, como el de
la Serena, en Badajoz o la Torta del Casar, en
Cédceres y en leche de cabra como el queso Los
Ibores. La utilizacién de leche de oveja y de
cabra estd relacionada con el hecho de que en
leche de vaca los quesos fabricados con coagu-
lante vegetal tienen un excesivo cardcter amar-
go (Sanjudn et al., 2002). En cambio, los quesos
fabricados con leche de cabra u oveja tienen
un sabor mds pronunciado y agradable, hecho
que estd relacionado con valores mds elevados
de nitrégeno soluble y un menor porcentaje de
caseina residual. Las proteasas presentes en las
flores de los cardos del género Cynara spp. con
actividad coagulante pueden ser denominadas
de diferentes formas: cynarasas (Heimgartner
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et al., 1990), cyprosinas (Cordeiro et al., 1992)
o cardosinas (Pires et al., 1994). Un aumento
notable de la actividad coagulante de estas enzi-
mas tiene lugar a mayor temperatura, excepto a
pH 4cido, donde el efecto de la temperatura no
afecta al tiempo de coagulacién, por lo que la
enzima es mds sensible a valores bajos de pH,
en los que se produce un aumento de la activi-
dad coagulante (Tejada et al., 2005).

Para obtener el punto de gelificacién de la
leche durante la coagulacién, se ha empleado la
determinacién del tiempo de coagulacién, me-
diante el método de Berridge, que se basa en
la observacion visual de los primeros fléculos
de caseina adheridos a la pared de vidrio de un
tubo de ensayo (Berridge, 1952), y que ha dado
lugar a la publicacién de diversas normas de
la Federacion Internacional de Lecheria (FIL-
IDF) més especificas (como la IDF 157A:1997,
la IDF 176:2002 o la IDF 199:2006) utilizadas
para caracterizar nuevos coagulantes, como los
coagulantes vegetales (Vioque y Gémez, 2005a
y b). Ademas del proceso descrito por Berrid-
ge, existen otros procedimientos mds objetivos
para calcular el punto de gelificacién de la leche
basados en diferentes propiedades fisicas como
la viscosidad, la conductividad o la dispersion
de la luz, entre otras (Castillo, 2003). Recien-
temente se han aplicado sensores que utilizan
las propiedades de dispersién de la luz para la
monitorizacién “on-line” durante el proceso de
coagulacién y sinéresis del queso (Payne et al.,
1993; Castillo et al., 2002; Fagan et al., 2007)
y que pueden ser utilizados como métodos obje-
tivos tanto para el control del tiempo de coagu-
lacién y de corte a nivel industrial como para la
caracterizacion de nuevos coagulantes.

El objetivo principal de este trabajo de in-
vestigacion es estudiar el proceso de coagula-
cion de los coagulantes vegetales en leche de
cabra Murciano-Granadina, compardndolos con
el coagulante microbiano Mucor miehei y el
cuajo de ternera. Para ello se ha determinado la
actividad coagulante en base a dos métodos: el
método de Berridge y el sensor éptico CoAgu-

Lab™. La evolucion del proceso de coagulacion
en leche de cabra Murciano-Granadina se estu-
dia a través de pardmetros dpticos determinados
mediante el sensor de reflectancia difusa.

MATERIAL Y METODOS
Leche de cabra Murciano-Granadina

La leche de cabra Murciano-Granadina se
obtuvo de la granja de la Facultad de Veteri-
naria de la Universidad de Murcia. Tras el or-
defio, la leche se mantuvo en refrigeracién a
4 °C hasta su posterior transporte refrigerado a
la planta piloto de Tecnologia de Alimentos de
la Universidad de Murcia.

Cuajos y enzimas coagulantes

Las muestras pertenecientes a la especie
silvestre del cardo (Cynara cardunculus subsp.
flavescens) y a una variedad del cardo culti-
vado, seleccionado en la Escuela Técnica Su-
perior de Ingenieros Agrénomos (ETSIA) de
Madrid, (Cynara cardunculus subsp. cardun-
culus) fueron proporcionadas por el Instituto
Tecnoldgico Agroalimentario de la Junta de
Extremadura.

La extraccién de la enzima coagulante de
ambas variedades se realiz6 mediante una sus-
pension de 10 g de flores, previamente molidas,
en 90 ml de agua destilada, durante 30 minutos.
El extracto resultante se filtr a través de un
pafio de queseria y posteriormente se centrifugd
a 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrena-
dante se filtré a través de papel de filtro (What-
man™ 540) y se mantuvo en refrigeracion a
4 °C hasta su utilizaciéon (Mendiola, 2000).

La enzima coagulante microbiana utilizada
(RENIPLUS NG 50L, Caglio Star Espafia S.A.,
Murcia, http:/www.proquiga.es) es una enzima
termoldbil obtenida por fermentaciéon de Mucor
miehei, en una solucién a base de compuestos
nitrogenados de bajo peso molecular de origen
animal. La preparacién comercial tiene una ac-
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tividad coagulante de 750 IMCU/mL (Interna-
tional Milk Coagulating Units).

El cuajo liquido utilizado (ASKM, Caglio
Star Espafia S.A., Cieza, Murcia, Espafa) estad
compuesto por una mezcla de quimosina y pep-
sina obtenida de rumiantes en una proporcién
del 80% quimosina y 20% pepsina, con un titu-
lo coagulante 1:15.000.

Determinacion del tiempo de coagulacion de
Berridge

Se empleé el método de Berridge descrito
en la norma IDF 157A (1997) utilizando como
sustrato leche estdndar (Milk powder for rennet
testing/25Kg. Lote: S1-02-552. CHR Hansen,
Denmark). El célculo de la actividad coagulan-
te, expresada en IMCU, se determiné en base a
estdndares de referencia (98% pepsina y 98%
quimosina, CHR Hansen, Denmark), tal como se
detalla en la norma IDF 157A:1997. Los enzimas
coagulantes vegetales se afiaden a una concentra-
cién tal que su tiempo de coagulaciéon quede com-
prendido en un rango de + 40 segundos del tiempo
de coagulacién obtenido por los estdndares de re-
ferencia, siendo la cantidad para cada ensayo de
0.2 mL de enzima en 10 mL de leche estdndar en
polvo reconstituida, tal como indica la norma. La
férmula utilizada para el cdlculo es la siguiente:

Mzt’ef x 0.003 x D x M
t

donde M es la actividad coagulante expresada
en IMCU/mL de la muestra a estudiar; 1S el
tiempo de coagulacién, en segundos, del coagu-
lante de referencia; D es el factor de dilucion de
la muestra a estudiar; M es la actividad coagu-
lante expresada en IMCU/mL del coagulante de
referencia y ¢ es el tiempo de coagulacion, en
segundos, del coagulante a estudio.

Monitorizacion de la coagulacion

Para la monitorizacién del proceso de coa-
gulacién mediante reflectancia difusa se em-

pled el equipo de medida CoAgulLab™ (Re-
flectronics, Inc., Lexington, KY, EEUU; www.
reflectronics.com). Dicho equipo consta de dos
cubas cilindricas de acero inoxidable con una
capacidad de 100 mL, al que se adicionaron 80
mL de de leche de cabra Murciano-Granadina.
La temperatura de las cubas (32 °C) se controld
mediante un bafio termostatico de 10 L (DIGI-
TERM 100 SELECTA, n° serie; 0354029, Bar-
celona, Espafia). Las cubas estdn equipadas con
dos fibras dpticas, una que transmite la luz a una
longitud de onda de 880 nm hasta la muestra de
leche, y otra que conduce la reflectancia difusa
producida por las particulas de la muestra hasta
un fotodetector de silicio. El sistema calcula, a
tiempo real, un perfil de reflectancia, con su pri-
mera y segunda derivada en funcién del tiem-
po, a partir del cual, se obtienen los pardmetros
que a continuacion se relacionan (Castillo et al.,
2003): T, : tiempo desde la adicién de enzima
hasta el maximo de la primera derivada (min);
T, . tiempo desde la adicion de enzima hasta
el maximo de la segunda derivada (min); 7, -
tiempo desde la adicién de enzima hasta el mi-
nimo de la segunda derivada (min); R : ratio
de reflectancia a tiempo 7, 'y D, : maximo
valor de la primera derivada.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos
se utiliz6 el Modelo Lineal General (GLM) del
paquete estadistico SPSS v15.0 (2006, SPSS
Ibérica 165 SLU, Madrid, Espafia).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del coagulante vegetal

Para el cdlculo de la actividad coagulante
se recurri6 a la determinacién del tiempo de
coagulacion de Berridge. Una vez determinado,
se procedid al cdlculo de la actividad coagu-
lante (IMCU/mL) en base a los estandares de
referencia.
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Tabla 1. Tiempo de Berridge y actividad coagulante de cuajos y enzimas coagulantes

Estandar Estandar Mucor 80% mc;'g;:;au_ c:;)‘;;‘:lrcau_
quimosina pepsina miehei quimosina Ius (1) lus (2)
Tiempo Berridge (s) 54112 544+21 513423 549+9 539+27 530+27
Actividad coagulante
IMCU/ml 987 990 222 185 5 5

(1): Cardo silvestre (Cynara cardunculus subsp. flavescens); (2): Cardo seleccionado por la ETSIA (Cynara cardunculus

subsp. cardunculus).

En la Tabla 1 se muestran los valores me-
dios y sus correspondientes desviaciones es-
tandar del tiempo de Berridge y la actividad
coagulante determinada en base al mismo, para
cada uno de los cuajos y enzimas coagulantes
empleados.

Como se aprecia en la Tabla 1, los tiempos
de coagulacién obtenidos para cada una de
las enzimas ensayadas se ajustan a lo esta-
blecido en la norma FIL-IDF 157(1997), al
no superar la diferencia de 40 segundos entre
los estdndares y las muestras. Posteriormente
y utilizando la ecuacién que se especifica
en la norma FIL-IDF 157A, se calculd la ac-
tividad coagulante teniendo en cuenta tanto
el tiempo de coagulaciéon como el factor de
dilucién utilizado.

De la observacion de los resultados se de-
duce que el coagulante microbiano obtenido por
fermentacién del cultivo Mucor miehei posee
una mayor actividad coagulante, seguido por el
cuajo de ternera (80% quimosina). Es necesario
resaltar las importantes diferencias encontradas
entre la actividad coagulantes de los extractos
vegetales de Cynara cardunculus (5 IMCU/
mL) y el resto de coagulantes estudiados que
obtienen valores muy superiores (por ejemplo,
el cuajo animal con 80% de quimosina obtiene
185 IMCU/mL). Esta menor actividad puede
ser debida a que durante el proceso de extrac-
cion se realiza una dilucién del 90% a partir de
la cual se obtiene el extracto coagulante, por lo
que la concentracion de enzima de los extrac-

tos vegetales es inferior al resto de diluciones
enzimaticas. Silva et al. (2003) obtuvieron va-
lores muy diferentes de la actividad coagulante,
siendo 174.000 IMCU/g, 1160 IMCU/g y 7556
IMCU/g para quimosina, cardosina A y cardo-
sina B, respectivamente.

La determinacién de las dosis de cuajos y
enzimas coagulantes a emplear en las etapas
posteriores se realizé en base a la actividad coa-
gulante determinada en este apartado en leche
en polvo estandar.

Prediccion del tiempo de coagulacion en fun-
cionde T
max

Con el fin de estudiar el proceso de coa-
gulacién se recurrié al estudio de pardmetros
objetivos derivados del perfil de reflectancia di-
fusa determinado mediante el empleo del sensor
CoAguLab™.

Para ello, se determiné de forma paralela el
tiempo de coagulacién de las enzimas estudia-
das mediante el método de Berridge y median-
te aplicacién de reflectancia difusa (CoAguLa-
b™), en ambos casos el analisis se realizé sobre
leche estdndar. Del perfil de reflectancia se ob-
tuvo T, , definido por Castillo (2001) como el
tiempo desde la adicién de la enzima hasta el
maximo de la primera derivada. Este pardmetro
optico se relacion6 con los valores de T, ob-
tenidos por el método Berridge.

Como se puede observar en la Tabla 2, los
coeficientes de variacién observados para los
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distintos cuajos y enzimas coagulantes emplea-
das muestran valores bajos, que indican homo-
geneidad en los valores de cada una de las va-
riables. Todos los resultados de T, ~muestran
valores inferiores a los que se observan de 7,
determinados por el método de Berridge, lo que
demuestra que el sensor CoAguLab™, en com-
paracién con el método de Berridge tiene mayor
sensibilidad a la agregacién proteica (Castillo,
2001). Sin embargo, los coeficientes de varia-
cion obtenidos por el sensor son superiores, este
puede ser debido a que el sensor muestra dife-
rencias a nivel de agregaciéon molecular que el
0jo humano no puede detectar.

Para establecer un modelo de prediccién del
tiempo de coagulacién, T, en base a T, .. se
selecciond un modelo de regresion lineal sin in-
tercepto, que ha permitido valorar la prediccion
del tiempo de coagulacion determinado por el
método de Berridge, en base a los pardmetros
opticos obtenidos por el sensor éptico (Tabla 3).

Como se puede observar en la Tabla 3 el
modelo de prediccion de T,  obtenido alcanza
un coeficiente de correlacion elevado (R?>=0.98),

con un bajo error estdndar de prediccién (infe-
rior a 1 minuto) siendo {3, altamente significa-
tiva (P<0.05). El coeficiente 3, del modelo es
cercano a uno, lo que explica que 7, es un
factor que ejerce una gran influencia sobre el
tiempo de coagulacién.

El andlisis de regresidn, indica un ajuste
apropiado del pardmetro 6ptico 7, 'y el tiem-
po de Berridge, lo que sugiere la existencia de
una fuerte relacion lineal entre T,y T Esta
relacién sefiala que el empleo del sensor opti-
co de coagulacién es un procedimiento vélido
para realizar medidas objetivas del tiempo de
coagulacién, por lo que podria utilizarse como
método alternativo al tiempo de Berridge, que
coincide con lo determinado por Castillo et al.
(2000) en cuajos animales.

Evolucion de parametros épticos durante el
proceso de coagulacion

Para comparar el efecto de las enzimas en-
sayadas sobre los pardmetros de reflectancia
obtenidos por el sensor se ajustaron, sobre un

Tabla 2. Valoresde T, y T,  en las diferentes enzimas

Mucor Miehei 80% quimosina Cynara Cynara
cardunculus (1) cardunculus (2)

Tmax
n 10 10 10 10
Media (s) 456.67 436.04 467.75 432.70
ds 68.3 29.97 31.97 50.14
Cv 0.15 0.07 0.07 0.12
Tclot
n 10 10 10 10
Media (s) 51643 549.50 536.00 523.00
ds 21.73 11.45 7.07 23.47
CvV 0.04 0.02 0.01 0.04

n: ndmero de muestras; ds: desviacion estandar; CV: Coeficiente de Variacion. (1): Cardo silvestre (Cynara cardunculus
subsp. flavescens); (2): Cardo seleccionado por la ETSIA (Cynara cardunculus subsp. cardunculus).
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Figura 1. Perfil de reflectancia difusa de los diferentes enzimas estudiados. (1): Cardo silvestre (Cy-
nara cardunculus subsp. flavescens); (2): Cardo seleccionado por la ETSIA (Cynara cardunculus

subsp. cardunculus).

sustrato de leche estandar, las concentraciones
de las enzimas a +40 s del tiempo de coagula-
cién de Berridge obtenido por el cuajo con un
80% de quimosina (Tabla 2). Las graficas que a
continuacién se representan en la Figura 1, co-
rresponden a la media del perfil de reflectancia
difusa obtenida durante el proceso de coagu-
lacién en leche de cabra Murciano-Granadina
para cada una de las enzimas ensayadas. El
control del proceso de coagulacién es muy im-
portante, ya que esta fase de la fabricacion del
queso influye en las caracteristicas del queso
final y por lo tanto nos define como debemos

trabajar la cuajada para obtener mayores rendi-
mientos y quesos de calidad (Hooydonk-Van y
Walstra, 1987).

El ratio de dispersidon obtenido es similar
entre los coagulantes derivados de Mucor mie-
hei y los extractos de Cynara cardunculus (1)
y (2), y es diferente al que muestra el cuajo
animal (80% quimosina). Aunque en los dos
grupos se observa una curva sigmoidal, en las
graficas de Mucor miehei y Cynara cardun-
culus (1) y (2) el aumento del ratio es mds
acusado. Para la primera y la segunda derivada
de cada uno de los ratios, se observan dife-
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Tabla 3. Modelo para la prediccion de 7',

Modelo GL

Coeficiente R?

EEP(min)

T, Iot= I31 * Tmax 24

c

081"

0.98 0.99

T, tiempo de coagulacién de Berridge; 7, : tiempo desde la adicién de enzima hasta el punto de inflexion de la curva
de reflectancia; GL, Grados de Libertad; R* coeficiente de regresién; “P<0.001; “P<0.01; "P<0.05; ™: no significativo

(P>0.05); EEP: Error Estandar de Prediccion.

rencias cualitativas entre los distintos tipos de
coagulantes.

Para poder realizar un estudio mds detalla-
do, se dividié todo el proceso por etapas. La
primera etapa se inicia tras la incorporacién del
coagulante, momento en el que todas las grafi-
cas muestran un leve descenso en el valor del
ratio de reflectancia. Este descenso se debe a
una disminucién de la viscosidad derivada de la
alteracion del equilibrio micelar (resultado del
inicio de la hidrélisis de la x-caseina), que pro-
duce una disminucién de la luz reflejada (L6-
pez et al., 1997). Este descenso aparece mads
tarde en el cuajo de ternera (80% quimosina).
La velocidad de incremento de la reflectancia
difusa de la primera derivada tiene una marcada
tendencia exponencial en los coagulantes vege-
tales y microbiano, que se puede asociar a una
protedlisis mds intensa producida por la baja
especificidad de estas enzimas, en contraposi-
cion con el comportamiento del cuajo de ternera
(80% quimosina), que tiene un incremento mas
lento en el ratio de reflectancia.

La segunda etapa, situada entre el maximo
de la segunda derivada (T, )y el mdximo de la
primera derivada (T, ), comprende el proceso
de hidrdlisis y el inicio de la agregacién. En
esta fase, se ha producido entre un 75-80% de la
hidrdlisis de la k-caseina (Castillo, 2001), y el
ratio de reflectancia aumenta progresivamente
hasta alcanzar y superar su valor inicial, debido
a los cambios que ocurren en la distribucién de
tamafio de las particulas, sobre todo de caseina,
y a la unién de las micelas entre si (Crofcheck
et al., 1999).

La tercera fase, que se sitia entre los valores
deT vy T, . (minimo de lasegunda derivada),
incluye los procesos de agregacion y endure-
cimiento de la cuajada (Castillo, 2001). Este
periodo aparece mds tarde para el cuajo animal
(80% quimosina) en comparacién con el resto
de enzimas coagulantes.

En la cuarta, y ultima etapa, la reflectancia
difusa aumenta de forma exponencial hasta al-
canzar su maximo y se prolonga hasta el mo-
mento del corte de la cuajada. En este periodo
se produce la estabilizacién de la cuajada.

En la Tabla 4 se muestra el andlisis de va-
rianza (ANOVA) de las variables derivadas del
perfil de reflectancia difusa. Los valores de T, .

e Y 1, Muestran diferencias altamente sig-
nificativas (P<0.001) entre los diferentes coagu-
lantes. Estos pardmetros, que estdn relacionados
con la cinética de las distintas fases del proceso
de coagulacién, se comportan de manera simi-
lar en los cuatro coagulantes utilizados, como
se puede observar en la Tabla 4. Para el cuajo
80% quimosina se obtienen los valores supe-
riores en todos los pardmetros (10.96 min, 9.3
min y 1241 min para T, T, 'y T, ., res-
pectivamente). Los datos del coagulante vegetal
de Cynara cardunculus (1) y de Mucor miehei
obtienen valores medios y los valores inferio-
res pertenecen al coagulante vegetal Cynara
cardunculus (2) con 5.6 min, 44 min y 6.85
minpara? T, 'yvT,. . respectivamente.Al
analizar en profundidad estas diferencias me-
diante el empleo de un andlisis de varianza por
contrastes se observa que no existen diferencias
significativas (P>0.05) entre los coagulantes ve-
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Tabla 4. Valores épticos de las enzimas estudiadas

Cuajos T, (min) | T, (min) | 7, (min) | R, (adim) | D __(min")

80% quimosina 10.960 9.3000 12.410 1.0397 0.0186

Cynara cardunculus (1) 7.120 5.5000 8.350 1.0374 0.0236

Cynara cardunculus (2) 5.600 4.4000 6.850 1.0245 0.0204

Mucor miehei 5.830 4.6600 7.030 1.0265 0.0277

Valor Medio 7.3775 5.9650 8.6600 1.0320 0.0226

EEM 0.3779 0.3284 0.3908 0.0061 0.0023

N.S. . . . N
Contrastes
EEC

80% vs Cynara (1) 0.5345" 0.4644™ 0.5527* 0.00859™ | 0.00326™
80% vs Cynara(2) 0.5345"" 0.4644™ 0.5527 0.00859™ | 0.00326™
80% vs Mucor 0.5345" 04644 0.5527 0.00859™ | 0.00326™
Cynara (1) vs Cynara(2) 0.5345™ 0.4644 0.5527™ 0.00859™ | 0.00326™
Cynara (1) vs Mucor 0.5345™ 0.4644 0.5527™ 0.00859™ | 0.00326™
Cynara (2) vs Mucor 0.5345m™ 0.4644 0.5527™ 0.00859 0.00326"
80% vs Cynara (1) (2) 0.9258" 0.8044" 0.9573" 0.0149™ 0.00565 ™
Mucor vs Cynara (1) (2) 0.9258™ 0.8044 0.9573™ 0.0149™ 0.00565 ™

EEM: Error Estandar de la Media; N.S.: Nivel de Significacion, "“"P<0.001, “P<0.01, "P<0.05, ™: no significativo (P>0.05);
EEC: Error Estandar del Contraste. (1): Cardo silvestre (Cynara cardunculus subsp. flavescens); (2): Cardo seleccionado

por la ETSIA (Cynara cardunculus subsp. cardunculus).

getales entre si y entre ellos y Mucor miehei.
Sin embargo, se obtienen diferencias (P<0.01)
entre el cuajo con 80% de quimosina y el resto
de enzimas, lo que indica que existen diferen-
cias en las fases de hidrdlisis y agregacion de
la leche entre los enzimas objeto de estudio.
Estos resultados no coinciden con lo sefalado
por Castillo (2001), que obtiene valores de T
inferiores en cuajos con elevado porcentaje de
quimosina frente a los coagulantes de origen
vegetal y microbiano.

A pesar de que las concentraciones de las
enzimas estdn ajustadas a un mismo tiempo de

coagulacion de Berridge, los valores de T _
son significativamente diferentes (P<0.001).
Este comportamiento observado en la leche de
cabra Murciano-Granadina podria explicarse
asumiendo diferentes velocidades de hidrélisis
en funcién de la enzima, que determinarian un
grado de agregacién micelar diferente, obser-
vado tanto a tiempo T . como en el momen-
to de la coagulacién visible. Estos resultados
coinciden con diversos autores (Hamdy, 1970;
Thomasow et al., 1970; Aarnes, 1972; Lopez
et al., 1997), que han sefialado que la actividad
proteolitica es mayor en la enzima microbiana
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que en el cuajo animal. Ortiz de Apocada et al.
(1994) también observaron una mayor activi-
dad proteolitica de M. miehei en comparacion
con cuajo de ternera y quimosina obtenida por
fermentacién. Es preciso sefialar que entre los
coagulantes vegetales, aunque no se aprecien
diferencias significativas, los valores del extrac-
to vegetal Cynara cardunculus (1) son ligera-
mente superiores, lo que indica que esta especie
es menos proteolitica, por lo que el método de
cultivo puede influir en la capacidad de proted-
lisis de este tipo de coagulantes vegetales, como
indica Mendiola (2000).

En relacién con el pardmetro R (ratio de
reflectancia a tiempo T, ), asociado con la ri-
gidez de la cuajada, no se observan diferencias
significativas (P>0.05) entre los diferentes coa-
gulantes. Este resultado coincide con los ex-
puestos por Castillo (2001), quien indicé que
las variables de respuesta, como R, . solamente
presentan diferencias cuando varia la tempera-
tura de coagulacion, debido, en parte, a la ace-
leracién de la coagulacién y a su efecto directo
sobre la reflectancia de la leche.

Como se observa en la Tabla 4, el pardme-
tro D (méximo valor de la primera derivada)
obtiene diferencias significativas (P<0.05) entre
los diferentes coagulantes. El andlisis de con-
trastes indica que solamente existen diferencias
significativas entre el coagulante microbiano
con el cuajo con 80% de quimosina (P<0.01)
y el coagulante vegetal Cynara cardunculus (2)
(P<0.05), no aprecidndose diferencias signifi-
cativas entre el resto de coagulantes. El para-
metro D estd relacionado con la velocidad de
incremento del ratio, por lo que los resultados
indican que el cuajo animal tiene una velocidad
de incremento de la reflectancia difusa inferior
a los otros coagulantes utilizados, reflejando un
disminucion tanto de la velocidad de hidrolisis
de la #-caseina como de la agregacion micelar
posterior. Al contrario que el coagulante micro-
biano que alcanza valores de D, superiores.
Segun Castillo (2001), un aumento en el valor
de D, deberia traducirse en una disminucién

del resto de pardmetros dpticos T, o T Toin
y R, ), pero los resultados obtenidos en este
estudio no muestra esta correlacion, como se
puede apreciar en la Tabla 4, ya que el coagu-
lante Mucor miehei obtiene el mayor valor de
D, pero es Cynara cardunculus (2) el coagu-
lante que ofrece valores inferiores en el resto de

pardmetros 6pticos.
CONCLUSIONES

El estudio del perfil de reflectancia deter-
mina la existencia de un comportamiento si-
milar entre las enzimas coagulantes vegetales
y la enzima derivada de Mucor miehei, siendo
el coagulante vegetal una alternativa valida al
coagulante microbiano, y por lo tanto podria
ser utilizado en la elaboracién del tipo Halal y/o
Koscher. Asi mismo, la introduccién de coagu-
lantes vegetales en la elaboracién de quesos de
leche de cabra Murciano-Granadina puede redu-
cir el coste de fabricacién y ampliar el mercado
de este tipo de quesos. Los resultados obtenidos
en este estudio demuestran que el sensor 6ptico
CoAguLab™ puede ser considerado como un
método alternativo al Método de Berridge.
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