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Resumen

El lactosuero bovino en ocasiones es desechado en las queserias por no ofrecer beneficios
econdémicos en su utilizacion para la elaboracion de requeson, convirtiéndose en un contaminante
medioambiental. Esto es debido en parte, al desconocimiento de las condiciones més idéneas de
temperatura y tiempo para la precipitacion de las proteinas lactoséricas y a que no se efectla una
rectificacion de la acidez. Con €l propésito de mejorar 1os rendimientos en produccién de queso ricotaa
partir de lactosuero, diversas muestras fueron acidificadas con &cido citrico (a 20, 30, 40 50, 60, 70 y
80 grados Dornic). Se evaluaron condiciones de temperatura (73, 83 y 93 °C) y tiempo (10, 20, 30 y 40
min). Inicialmente se utilizd un disefio en bloques a azar con arreglo factorial 3x4; se realizaron
andlisis de varianza general, de unaviay prueba de comparacion de medias de Tukey (p 0,05y p 0,01).
En condicionesde acidez del suero 50 °D, temperatura 93 °Cy tiempos de accion 30 y 40 min, se
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obtuvieron los mayores contenidos de proteina coagulada sin prensar (48,47 y 49,20 d/L,
respectivamente). Los resultados obtenidos son una aternativa de gjuste de las condiciones de acidez,
temperatura y tiempo (desnaturalizacion controlada) ofrecida a los productores, para e aumento del
rendimiento en produccién de requesdn y que les sea redituable.

Palabras claves: acidez Dornic, precipitacion por calor, proteinas del lactosuero, queso ricota.
Abstract

The bovine whey is sometimes discarded in the dairies for failing to provide economic benefits
in their use for cheese making, becoming an environmental contaminant. Thisis due in part to the lack
of suitable conditions of temperature and precipitation time for whey protein and that a correction of
the acidity is not made. In order to improve yields in ricotta cheese from whey, various samples were
acidified with citric acid (20, 30, 40 50, 60, 70 and 80 degrees Dornic). Temperature conditions were
evauated (73, 83 and 93 °C) and time (10, 20, 30 and 40 min). Initially a randomized block design with
3x4 factorial arrangement was used; one-way analysis of variance and Tukey's multiple comparison
test were made (p 0.05 and p 0.01). Under acidic conditions 50 °D whey, temperature 93 °C and times
of action 30 and 40 min, the highest contents of coagulated protein unpressed were obtained (48.47 and
49.20 g/L, respectively). The results are an alternative set of conditions of acidity, temperature and time
(controlled denaturation) offered to producers for increase production of yield in ricotta cheese and that

will be profitable.

Key words: Dornic acidity, protein precipitation by heat, ricotta cheese, whey proteins.

INTRODUCCION

El lactosuero o suero léacteo es la fase
acuosa gque se separa de la cugjada en €l proceso
de elaboracion de los quesos (Mena, 2002
Vaencia-Denicia y Ramirez-Castillo, 2009).
Ha sido utilizado en la elaboracion de bebidas
(Mena, 2002; Sinha et al., 2007), formulas
infantiles (Abrams et al., 2002; Benitez et al.,
2008) y en concentrados proteicos, reutilizado
como componente para la elaboracion de
guesos (El-Sheikh et al., 2010); también se ha
empleado en la produccion de é&cido léctico
(Jakymec et al., 2001; Uribarri et al., 2004), de
cultivos iniciadores (Koutinas et al., 2009) y de
proteina microbiana (Quintero et al., 2001),
entre otras diversas aplicaciones tecnolgicas
(Parra-Huertas, 2009).

En la fabricacion de quesos, para
obtener de 1 a 2 kg de queso se emplean en

promedio 10 L de lechey se recuperan de8 a9
kg de suero, dependiendo de la cantidad de
agua utilizada durante el proceso. En México se
produce cerca de 1 millén de toneladas de
lactosuero de los cuales arededor del 47 % es
descargado  4d drenge  contaminando
subsecuentemente rios y suelos (Vaencia-
Denicia y Ramirez-Castillo, 2009). En
empresas queseras ubicadas en e Valle de
Tulancingo, Hidalgo, México; se ha estimado
que & 36,01 % del lactosuero es desechado al
ambiente; 3,72 % es reutilizado para la
elaboracion de quesos y € 60,25 % es utilizado
en la alimentaciéon de ganado (Guerrero-
Rodriguez et al., 2010).

El suero lacteo presenta importantes
contenidos de proteina, grasa, lactosa y calcio
(Abrams et al., 2002; Miranda-Miranda et al.,
2009). En relacion a contenido proteico, las
proteinas séricas de la leche son proteinas



globulares (Benitez et al., 2008); entre ellas, las
presentes en mayor cantidad son la
B-lactoglobulina (B-LG) y la a-lactoabumina
(o-LA) y como constituyentes menores se
encuentran  lactoferrina,  lactoperoxidasa,
inmuno- globulinas y glicomacropéptidos, entre
otras (Bar6 et al., 2001; Alvarado-Carrasco y
Guerra, 2010). Las proteinas lactoséricas
presentan secuencias de péptidos con
propiedades antihipertensivas (Mullally et al.,
1997; Abubakar et al., 1998; Phihlanto-Leppéda
et al., 1998; Baro et al., 2001; Fitzgerald et al.,
2004) y diversos trabgos demuestran €
potencia que tienen como fuente de péptidos
bioactivos en la prevencion de desordenes
fisologicos que dteran e funcionamiento
normal del organismo (Alvarado-Carrasco y
Guerra, 2010).

Para la obtencion de las proteinas
lactoséricas diversas técnicas y métodos han
sido empleados, tales como la ultrafiltracion
(Muii et al., 2005; Marcelo y Rizvi, 2008).
También ha sido factible el uso de &cidos como
catalizador en la precipitacion proteica
(Jakymec et al., 2001; Rojas-V et al., 2009) y &
empleo de tratamientos térmicos (Jakymec et
al., 2001; Uribarri et al., 2004), siendo este
ultimo, e proceso mas antiguo utilizado para la
recuperacion (Jelen, 1983).

Para la elaboracion de requeson, en las
microempresas utilizan € suero lacteo bovino
desprendido de la produccién de los diferentes
tipos de quesos que €las procesan, € cual
contiene diferentes grados de acidez debido a
gue en la produccion de quesos se utiliza leche
con diferentes grados Dornic segin € tipo a
elaborar; en dichas microempresas llevan €
lactosuero a temperaturas de ebullicion para
precipitar las proteinas sin hacer ninguna
rectificacion en la acidez y sin establecer
condiciones de temperatura y tiempo, lo que
trae como consecuencia gue se obtengan baos
y diferentes rendimientos en los contenidos de
proteina coagulada; esto en la mayoria de los
casos genera, que el suero sea desechado por no
ser conveniente a los productores elaborar €
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requeson debido a que invierten mucho dinero
en producirlo. En tal sentido, la presente
investigacion se orientd de la manera como los
productores producen e requesdn a partir del
suero lacteo, en primera etapa, ofreciendo
aternativas de gjustes de la acidez, temperatura
y tiempo (desnaturalizacién controlada), para la
obtencion de una mayor cantidad del producto,
con €l propodsito de aumentar € rendimiento en
produccion de requesdon y que les sea
redituable.

MATERIALESY METODOS

La presente investigacion se desarroll
en las instalaciones de la Universidad Centro de
Estudios Cortazar, en Cortazar, Guanguato,
Meéxico; durante los meses de septiembre a
diciembre de 2007.

Materia prima

Se utiliz6 suero de queso fresco
(asadero), proveniente de la coagulacion de
leche bronca (sin pasteurizar) producida en el
Establo de Las Trojes, ubicado en el Municipio
de Comonfort, Guanguato, Meéxico; que
aberga ganado bovino lechero de raza
Holstein. El suero fue recolectado, un mismo
dia, durante la elaboracién del queso fresco; se
embotell0 en cubeta plastica y se sdlo
herméticamente con tapa, e inmediatamente fue
trasladado a las instalaciones de la Universidad
para su andlisis, acidificacion y tratamiento
térmico.

Analisisfisicoquimicos

Determinacion de |la acidez en grados
Dornic (°D). La acidez Dornic se determin0
mediante titulacion en un vaso de precipitado
de una muestra de 9 mL de lactosuero con
solucion de NaOH (pureza 97,3 %; marca
Fermont) de concentracién 0,1 N estandarizado
empleando como indicador fenolftaleina (1 %
en acohol de 95°). 0,1 mL de NaOH neutraliza
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1 mg de &cido lactico = 1 °D. La acidez del
lactosuero fue de 11 °D.

Determinacién de proteina. Se caculo €
nitrégeno total por € méodo de Kjeldahl
haciendo uso de los siguientes reactivos. H,SO4
concentrado, p.a (98 %); catdizador K,;SO4 0
N&SO, anhidro + CuSO4-5H,0, p.a. (rdacion
10:1); NaOH 40 %; solucién de H3BOs; 4 %;
solucién H,SO, 0,2 N; indicador Mortimer
(0,016 % rojo de metilo; 0,083 % verde de
bromocresol en etanol). Las muestras fueron de 1
a4 g de suero de acidez 11 °D. Se utiliz6 como
factor de conversién de nitrogeno a proteina e
valor de 6,38.

Determinacion de grasa. El porcentgje de
grasa se determind por € método Gerber
empleando los siguientes reactivos. 10 mL de
H,SO, concentrado (p = 1,820 a 1,825), 1 mL
de acohol isoamilico y 11 mL de suero de
acidez 11 °D.

Determinacion de la densidad. Se
determin6 mediante  un  lactodensimetro
colocando 100 mL de suero de acidez 11 °D a
15 °C para determinar los célculos directos.

Tratamientos acido-tér micos

Diversas muestras de suero lacteo con
acidez inicial de 11 °D, fueron acidificadas
artificialmente con &cido citrico (pureza 99,7
%; marca Fermont) hasta alcanzar una acidez
de 20, 30, 40 50, 60, 70 y 80 °D. Como
unidades experimentales quedaron establecidas,
las muestras con distintos grados de acidez en
volimenes de 1,0 L colocadas en recipientes de
vidrio de capacidad 2,0 L. Las unidades
experimentales se colocaron en € interior de
ollas de acero inoxidable de capacidad 40 L y
se les aplicd tratamiento térmico en bafio de
maria a temperaturas controladas de 73, 83 y 93
°C (Fig. 1).

Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio en bloques d azar

Figura 1.- Unidades experimentales en
tratamiento térmico.

con arreglo factorial 3x4 (con cuatro
repeticiones). Los factores utilizados fueron
temperatura de precipitacion de proteinas
lactoséricas a 73, 83 y 93 °C y contenido de
acidez en €l suero de leche a 20, 30, 40 y 50 °D
(Cuadro 1). El tiempo de accion fue de 15 min.
Launidad experimental para cadatratamiento

Cuadro 1.- Tratamientos generados para €
primer experimento.

Factores
Tratamientos ~ Temperatura Acidez
(G (°D)
T1=Testigo Ebullicion 11
T2 73 20
T3 73 30
T4 73 40
T5 73 50
T6 83 20
T7 83 30
T8 83 40
T9 83 50
T10 93 20
T11 93 30
T12 93 40
T13 93 50




estuvo constituida por 1,0 L de suero. El testigo
(control) fue un tratamiento a temperatura de
ebullicién con contenido de acidez de 11 °D,
gue es la acidez normal en la que se obtiene €
desuerado de una leche a 18 °D. Para la
recoleccion de la proteina precipitada se
utilizaron recipientes de pléstico con dimensio-
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nes de 30 cm alos que se le colocod un trozo de
tela de manta como filtro a la que previamente
se le determiné e peso (Fig. 2). El suero lacteo
tratado se filtré por gravedad (Fig. 3). El
contenido de proteina precipitado (Fig. 4) se
pesd en una balanza analitica (Denver, APX-
200; maximo 200 g, desviacion 0,1 mg).

Figura 2.- Montgje previo alafiltracion del lactosuero.

Figura 3.- Filtracion por gravedad del lactosuero.
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Figura 4.- Proteina lactosérica precipitada.

Efecto de la acidez a concentraciones
mayores a 50 °D

Culminada la experiencia descrita
anteriormente, se realizaron a mayores valores
de acidez, debido a que ha sido observado que
cuando se obtiene suero de proceso de
produccion del queso asadero se alcanzan
concentraciones mayores a 35 °D, esto con €
fin de determinar e comportamiento en
rendimiento de proteina precipitada a altos
valores de acidez. Las muestras de suero se
acidificaron con &cido citrico. Los tratamientos
(con cuatro repeticiones) fueron: 50, 60, 70 y
80 °D, a temperatura de 93 °C y tiempo de 30
min. La unidad experimenta para cada
tratamiento estuvo constituida por 1,0 L de
suero. La recoleccion de la proteina coagulada
y ladeterminacion del peso, se efectué como en
la experiencia anterior.

Efecto delavariacion del tiempo

En esta experiencia se utiliz0 suero
acidificado a 50 °D y temperatura de 93 °C,
variando € tiempo de accion a 10, 20, 30 y 40
min. Se redizaron cuatro repeticiones. La
recoleccion de la proteina precipitada y la
determinacion del peso, se efectué como ya fue
descrito.

Andlisis estadisticos

El procesamiento estadistico de los
datos se llevd a cabo mediante andlisis de
varianza general, de una via, prueba de
comparacion de medias de Tukey y regresion
lineal empleando € software Minitab®
Statistical Software, version 14 (Minitab Inc.,
State College, PA, USA). Las ecuaciones de
regreson se obtuvieron con e software
Statgraphic® Plus, version 5.1 (Statistical
Graphics Corporation, Warrenton, VA, USA) y
los coeficientes de correlacion con e software
Mstat, version 4.01 (University of Wisconsin,
Madison, WI, USA).

RESULTADOSY DISCUSION
Caracterizacion fisicoquimica

En & Cuadro 2 se presentan los
resultados de los andlisis fisicoquimicos
realizados al lactosuero bovino. El contenido de
proteina fue de 8,34 g/L. El valor presentado es
igual a indicado por Monsave y Gonzdez
(2005) para suero de queso gouda (8,3 g/L);
similar a publicado por Jakymec et al. (2001)
de 9,4 g/L en suero fresco de ricota e inferior a
los sefidados por Quintero et al. (2001) en
lactosuero fresco (12,0 g/L) y Uribarri et al.
(2004) en suero de leche fresco proveniente de
la produccion de queso ricota (13,4 g/L). El
contenido de grasa fue de 4,9 g/L; ligeramente
superior al obtenido por Monsalve y Gonzalez
(2005) de 3,4 d/L; y en relacion a la densidad,
se muestra un vaor de 1,023 g/mL que
coincidio con e valor de 1,025 determinado por
Monsalve y Gonzalez (2005).

La composicion del lactosuero varia en
funcidn del proceso tecnol6gico empleado para
la elaboracion del queso y la leche de partida
(Monsalve y Gonzdlez, 2005), y esta Ultima
varia en funcion de la raza bovina (Hernandez
et al., 1992; Brifiez et al., 2008), la
heterogeneidad de los pastos que consumen
como alimento, las enfermedades, el clima esta-



Cuadro 2.- Caracterizacion fisicoquimica del
suero lacteo.

Parametro Resultado
Proteina (g/L) 8,34
Grasa (g/L) 4,90
Densidad relativaa 15 °C

1,023
(g/mL)
Acidez (°D) 11,0

cionad (Herndndez et al., 1992) y factores
climaticos que pudiesen estar asociados a la
actividad antropogénica (Arias et al., 2008).

Influencia de latemperaturay laacidez

En e Cuadro 3 se presenta € andisis de
varianza para temperaturas de precipitacion (73,
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83y 93 °C) y grados de acidez (20, 30, 40 y 50
°D) donde se aprecia que hubo diferencias
significativas por efecto de la temperatura (p <
0,05) y no por efecto de laacidez (p > 0,05). En
la medida en que se incremento |a temperatura,
se obtuvo mayor cantidad de proteina sérica
precipitada (Fig. 5). La prueba de comparacion
de medias arroj6 que a 93 °C se obtuvo €
mayor contenido, alcanzando un valor de 6,125
g/L (Cuadro 4). Este valor de temperatura fue,
coincidentemente, e utilizado por Gomez-
Aldapa et al. (2006) en la optimizacion de un
método de extraccién de las proteinas del
lactosuero mediante precipitacion por calor.
Asimismo, True (1973) en la evauacion del
efecto de variaciones de temperatura en la
coagulacion de  proteinas  lactoséricas,
determind que a 93,3 °C se obtiene una buena
coagulacién y cugada firme de requeson.

Cuadro 3.- Andisis de varianza para temperaturas de precipitacion y grados de acidez.

Fuente de Grados de

Variacion Libertad Vaor deFeacuiado  Vaor de Fiapuiado Sig.
005= 514 .
Temperstura 2 0,01 = 10,92
i 0,05= 4,76
Aadez 3 001= 9,78 NS
Error 6
Total 11

Sig.: significancia, * = diferencias significativas (p < 0,05), NS = no significativo (p > 0,05).

Si bien, en cuanto alaacidez del sueroy
el contenido de proteina lactosérica precipitada
en € arreglo factoria 3x4 no hubo significancia
estadistica, un nuevo andlisis de varianza de
una via y prueba de comparacion de medias a
los tratamientos 20, 30 40 y 50 °D (con cuatro
repeticiones), a temperatura fija de 93 °C y
tiempo de 15 min fueron realizados con €
propdsito de determinar la megor concentracion
de acidez; determinadndose con 95 % de con-

fiabilidad que en la medida en que se
incrementd la acidez, se obtuvo mayor
rendimiento en contenido de proteina
lactosérica (Fig. 6). Mediante la prueba de
comparacion de medias se distinguieron dos
grupos, siendo € grupo b, correspondiente a
una concentracion de acidez de 50 °D € que
permitié obtener mayor cantidad, con un valor
de 10,050 g/L (Cuadro 5).
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Figura 5.- Regresion lineal entre latemperatura de precipitacion
y € contenido de proteina lactosérica precipitada.

Cuadr o 4.- Prueba de comparacion de medias a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Cantidad de proteina (g/L)*
73 1,6502
83 2,7758
93 6,125"

Valores con lamisma letra son estadisticamente iguales con Tukey o = 0,05.
* Proteina coagulada sin prensar y con contenido de humedad.
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Figura 6.- Regresion lineal entre acidez del suero y contenido de proteina
|actosérica precipitada a temperatura fija de 93 °C.
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Cuadro 5.- Prueba de comparacion de medias a diferentes grados de acidez

y temperaturafijade 93 °C.

Acidez (°D) Cantidad de proteina (g/L)*
20 3,2752
30 4,350°
40 6,700 ¢
50 10,050 "

Vaores con lamisma letra son estadisticamente iguales con Tukey o = 0,05.
* Proteina coagulada sin prensar y con contenido de humedad.

Acidez a concentraciones mayores a 50 °D

En e Cuadro 6 se presenta el andlisis de
varianza para acidez del  suero  a
concentraciones mayores a 50 °D (50, 60, 70 y
80 °D) donde se aprecia que hubo diferencias
atamente significativas (p < 0,01). En la
medida en que aumenta € grado de acidez a
valores mayores a 50 °D, la precipitacion de
proteina lactosérica es menor (Fig. 7). La
prueba de comparacion de medias arroj6é la
presencia de tres grupos homogeéneos, entre los
cuaes en e grupo a, correspondiente a una
acidez de 50 °D se obtuvo € mayor contenido,
alcanzando un valor de 46,675 g/L (Cuadro 7).

S se comparan los resultados del
Cuadro 7 con los del Cuadro 5 se apreciaque la
mayor cantidad de proteina precipitada, en
ambas experiencias, se obtuvo a 50 °D de
acidez (46,675 y 10,050 g/L, respectivamente).
La diferencia observada fue debido a que €
ensayo anterior (Cuadro 5) se redizd durante
un tiempo de accion de 15 min, mientras que en
este, el tiempo fue de 30 min.

Variacion del tiempo

En relacion a e efecto de la variacion
del tiempo de acciédn (10, 20, 30 y 40 min) bajo
condiciones de acidez de suero 50 °D vy
temperatura de 93 °C, mediante la prueba de
comparacion se determinaron tres grupos
homogéneos (o = 0,01), entre los cuales en €

grupo c, conformado por tiempos de accion de
30 y 40 min, se obtuvieron los mayores
contenidos de proteina precipitada,
alcanzdndose valores de 48,47 y 49,20 ¢g/L
(Cuadro 8). True (1973) acanz6 rendimientos
en requeson de 40 y 47 g/L con acidez titulable
inicial de lactosuerosa 0,13y 0,14 %y de 52y
48 ¢/L a temperaturas de 87,8 y 90,6 °C,
concluyendo respecto a tiempo, que una
velocidad de calentamiento de ~ 1,1 °C/min;
permite una mejor coagulacion y ofrece una
mayor facilidad de separacion de la cugjada del
lactosuero residual. No obstante en €l estudio se
estudiaron los efectos de cada variable por
separado.

Uribarri et al. (2004), Quintero et al.
(2001) y Jakymec et al. (2001) en la
desproteinizacion de suero proveniente de la
elaboracion de queso ricota de una misma
empresa, en anos diferentes, obtuvieron
precipitados de proteinas séricas en cantidades
de 5,4 g/L (condiciones de temperatura 115 °C,
tiempo 20 min), 6,5 g/L (condiciones de
temperatura 115 °C, tiempo 15 min, suero
acidificado) y 9,1 ¢/L (condiciones de
temperatura 90 °C, tiempo 20 min, suero
acidificado), respectivamente.

Comparando a Uribarri con Quintero,
gue trabajaron a un mismo valor de temperatura
(115 °C), el mayor valor obtenido por Quintero
puede atribuirse a la acidificacion del suero ya
que el tiempo de accién fue menor.

Si se compara a Uribarri con Jakymec
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Cuadro 6.- Andlisis de varianza para grados de acidez mayores a 50 °D.

Fuente de Grados de

Variacion Libertad Valor de Feacuaio  Valor de Frauiao Sig.
' 0,05 = 3,49 e
Acidez 3 995,54 001=595
Error 12
Total 15

** = diferencias altamente significativas (p < 0,01).

Proteina sérica (g) = 116 - 1,52 Acidez (°D)
R=10,92832

Proteina sérica (g)
S

p0,05=0,7067 - p 0,01 =0,8343

50 55 60 65 70 75 80
Acidez (°D)

Figura 7.- Regresion lineal entre acidez del suero mayor a50 °D y
el contenido de proteina lactosérica precipitada.

Cuadro 7.- Prueba de comparacion de medias a diferentes grados de acidez

mayores a 50 °D.
Acidez (°D) Cantidad de proteina (g/L)*
50 46,6752
60 18,025°
70 3,025°¢
80 1,175°¢

Valores con lamismaletra son estadisticamente iguales con Tukey a = 0,01.

* Proteina coagulada sin prensar y con contenido de humedad.
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Cuadro 8.- Prueba de comparacion de medias a diferentes tiempos de accion.

Tiempo (min) Cantidad de proteina (g/L)*
10 28,88°
20 47,07°
30 4847 °
40 49,20 ¢

Vaores con lamisma letra son estadisticamente iguales con Tukey o = 0,01.
* Proteina coagulada sin prensar y con contenido de humedad.

quienes trabgjaron a un mismo tiempo de
accion (20 min), e mayor valor de proteina
precipitada obtenido por Jakymec, puede ser
atribuido también a la acidificacién, a pesar de
gue la condicion de temperatura establecida fue
menor. Finalmente, al comparar a Quintero con
Jakymec, que acidificaron € suero, es de hacer
notar que € mayor contenido de proteina fue
obtenido por Jakymec empleando menor
temperatura y mayor tiempo. La discusion
planteada destaca la importancia de establecer
las condiciones de acidez, temperatura y tiempo
para la obtencién de precipitados de proteinas
del lactosuero.

CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

En @ presente trabgjo de investigacion
se puede concluir que se obtienen los maximos
rendimientos de requesdn cuando € suero es
sometido a 93 °C de temperatura y en
condiciones de acidez de 50 °D con tiempos de
30 y 40 min. Cuando € suero se procesa con
acidez superior a 50 °D se obtienen menores
rendimientos. Es importante que los
productores redlicen estas rectificaciones a
iniciar su produccion y obtengan sus maximos
rendimientos.
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