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Resumen

La ortiga es un arbusto que se encuentra en regiones tropicales y subtropicales, tiene
de 3 a 6 m de altura, sus hojas largas y gruesas se dividen en cinco I6bulos
lanceolados, tiene tallos largos cubiertos de tricomas. En México se ha localizado en
Chiapas, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz
y Yucatdan. En la regién huasteca del estado de Hidalgo, la ortiga se utiliza
tradicionalmente en la produccién de queso fresco. En esta practica, el tallo se utiliza
como agente coagulante, proporcionando resultados similares a los coagulantes
comerciales. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar el extracto de tallo de
ortiga (Cnidoscolus multilobus) mediante un analisis quimico proximal, asi como la
identificacion de la planta para su uso en la elaboracién de quesos. Las muestras de
ortiga fueron recolectadas en el municipio de Huauchinango en el estado de Puebla,
posteriormente se realizo la identificacion de la planta en el Herbario de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo, en cuanto a los analisis quimicos proximales del
extracto del tallo de la ortiga se obtuvieron los siguientes resultados: humedad
87.38%, cenizas 1.01%, proteina 2.57%, grasa 3.14%, fibra cruda 4.58%. Como
conclusién podemos decir que las muestras de planta fueron identificadas como ortiga
con nombre cientifico Euphorbiaceae Cnidoscolus multilobus. La incorporacion del
extracto del tallo de la ortiga como coagulante de origen vegetal propone un método
alternativo a los utilizados actualmente por la industria alimentaria, en el que se ha

visto favorecido el contenido de proteinas y el rendimiento del producto final.

Vi



1. Introduccion

La coagulacion es el principal fendmeno implicado en la transformacion de la
leche en queso, ya que es considerado un paso fundamental para determinar las
caracteristicas organolépticas y el rendimiento del producto final. Actualmente
existen tres mecanismos que provocan la modificacion de las micelas de
caseinas dando lugar a la coagulacion de la leche: la acidificacion, debida a la
adicion de &cidos o a la actividad de bacterias acido-lacticas, la accion de
enzimas como la quimosina que es extraida del estbmago de rumiantes o una
combinacion de los dos procesos denominada coagulacion mixta (Feijoo-Siota
et al., 2018). Tradicionalmente los quesos han sido elaborados utilizando como
coagulante una preparacion obtenida del estbmago de terneras preferentemente
jovenes que es rica en enzimas que el animal usa naturalmente para el proceso
de digestion de los alimentos (Moreno et al., 2018), sin embargo debido al
incremento de la poblacion y por lo tanto de la demanda de producto la
disponibilidad de estdmagos de rumiantes se volvio incapaz de cubrir la creciente
demanda para la produccién de quesos por lo que fue necesaria la busqueda de
fuentes alternativas. La industria alimentaria inicio con la produccién de proteinas
recombinantes mediante microorganismos modificados genéticamente dando
asi el origen a los coagulantes de origen microbiano, los cuales funcionan de
manera muy similar a los coagulantes de origen animal afiadiendo ventajas como
una mejor estandarizacién del producto y un mayor tiempo de vida de anaquel
(Martinez -Alvarez et al., 2020). En menor uso se encuentran los coagulantes de
origen vegetal, los cuales se caracterizan por ser extractos de plantas con
produccion de metabolitos secundarios como proteasas capaces de coagular las
caseinas de la leche, el uso de estos extractos de plantas se ha observado con
mayor frecuencia en las regiones del Mediterraneo y Australia, sin embargo la
basqueda de nuevas y mejores alternativas en la produccién de quesos ha
llevado descubrimiento y la implementacion de nuevos coagulantes obtenidos de
diferentes especies vegetales (Martinez-Ruiz et al., 2008). Los coagulantes
vegetales pueden ser obtenidos a partir de frutos, semillas, tallos, raices, savia,
hojas o flores de diversas especies vegetales, normalmente tras un proceso de
maceracion en agua (Feijoo-Siota et al., 2018). La implementacién de cuajos
vegetales ha mostrado no solo mejorar las caracteristicas organolépticas
proporcionando sabores y aromas (Vergara-Alvarez et al., 2018), sino que
también un aumento en el rendimiento de la leche en la produccion de queso
(Martinez-Ruiz et al., 2008).



1.1 Justificacion

El uso de sustancias alternativas para la elaboracion de queso como los
coagulantes de origen vegetal, favorecen la diversificacion de productos que
habitualmente se pueden encontrar en el mercado, ofreciendo de esta manera
diferentes caracteristicas organolépticas como sabores, aromas y texturas, sin
embargo actualmente hay poca informacién acerca del uso de coagulantes
vegetales y estos estan Unicamente destinados a la produccién de quesos a baja
escala arraigados asi al sector artesanal, por lo cual se considera importante
realizar estudios para conocer los métodos de accion y las sustancias contenidas
en las plantas que otorgan el poder coagulante y buscar su mayor
implementacion. El consumo de queso de cabra en México es muy bajo, esto se
puede atribuir principalmente a que algunas de sus caracteristicas
organolépticas no son tan agradables ya que son consideradas fuertes, estas
propiedades pueden depender de diferentes factores como la alimentacion de la
cabra, la higiene de la ordefia, del método de elaboracion del queso y de los
aditivos afiadidos al producto. Sin embargo, se sabe que la leche de cabra
contiene caracteristicas nutricionales como un tamafo de glébulo de grasa mas
pequefio en comparaciéon con los globulos contenidos en la leche de vaca, que
mejora la absorcion y causa menor sensibilidad, que podrian ser Utiles para la
poblacién por lo que buscar alternativas que mejoren la aceptacion del producto
puede implicar el incremento en el consumo del queso de cabra. Actualmente se
ha reportado poca informacion del uso de la ortiga como coagulante vegetal en
la elaboracion de queso, por esto se considera importante el estudio de la planta
realizando su identificacién y el analisis de sus componentes, haciendo énfasis
en el contenido de proteinas con caracteristicas enzimaticas asociadas a la

coagulacion de la caseina de la leche.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto coagulante del extracto del tallo de ortiga (Cnidoscolus
multilobus) en la elaboracion de quesos semimadurados con leche bovina,

caprina y mezcla (bovina-caprina).

2.2 Objetivos Especificos

Identificar la planta de la ortiga en el herbario de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo HGOM.

Describir las caracteristicas fitoquimicas y proximales del tallo y el extracto de
ortiga con el propoésito de proponerlo como coagulante en la elaboracion de
queso.

Caracterizar las proteinas del tallo de ortiga mediante el empleo de técnicas

electroforéticas para evaluar su posible funcion proteolitica.

Elaborar quesos semimadurados con leche bovina, caprina y mezcla de ambas
(bovina-caprina) utilizando extracto de ortiga como coagulante vegetal y un
coagulante comercial para evaluar las diferencias en las caracteristicas

proximales, el perfil de textura y el perfil de acidos grasos.



2.3 Hipotesis

El extracto obtenido del tallo de ortiga (Cnidoscolus multilobus) contiene
proteinas con propiedades proteoliticas que le permiten ser utilizado como
coagulante de origen vegetal en la elaboracién de quesos semimadurados con
leche bovina, caprina y mezcla de ambas (bovina-caprina) disminuye el tiempo

de coagulacion y mejora el rendimiento del producto final.



3. Marco teoérico

3.1 Ortiga Cnidoscolus multilobus

La familia Euphorbiaceae esta constituida por alrededor de 8700 especies, es
considerada una de las mas grandes a nivel mundial ocupando el sexto lugar en
diversidad, su distribucion es subcosmopolita, y aunque esta mejor representada
en las regiones tropicales y subtropicales, varios representantes se extienden a
las zonas templadas de ambos hemisferios, se calcula que en México la familia
Euphorbiaceae representa méas del 3 % de la flora vascular calculada para el
pais (Escobar, 2021). El género cnidoscolus se encuentra ampliamente
distribuida en regiones de bosques caducifolios y campos xerdfilos, en el
continente americano se han identificado especies desde los Estados Unidos
hasta el norte de Argentina con el mayor centro de diversificacién en Brasil y
México (Moura et al, 2019), se calcula que 20 especies del género cnidoscolus
son endémicas de México (Jiménez-Arellanes et al., 2014). En la actualidad se
describen 5 especies de arbustos de ortiga diferenciadas principalmente por la
forma de sus hojas. Ortiga estrella (cnidoscolus aconitifolius mill) sus hojas tienen
hasta 5 I6bulos y la presencia de tricomas es minima, la ortiga mansa (lamium
amplexicaule) presenta de 3 a 5 l6bulos los cuales presentan tricomas visibles,
la ortiga plegada (cnidoscolus urens) sus hojas tienen hasta 5 I6bulos dando una
forma de abanico, presenta tricomas en el tallo y hojas, la ortiga picuda
(cnidoscolus souzae) sus hojas contienen de 5 a 7 lébulos alargados, no
contienen tricomas y por ultimo la ortiga (cnidoscolus multilobus) con grandes
hojas pecioladas (Herrera-Gaibor et al., 2020). La Ortiga Euphorbiaceae
cnidoscolus multilobus se considera originaria de México y se ha registrado en
los estados de Chiapas, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan. Se encuentra presente en un clima célido,
semicalido y templado desde el nivel del mar hasta los 2600 msnm. Asociada a
vegetacion perturbada de manglar, bosques tropicales caducifolio y perennifolio,
bosque mesofilo de montafia y bosque de encino. Este arbusto se caracteriza
por sus tallos largos generalmente cubiertos por tricomas, mide de 3 a 6 m, sus
hojas son alternas largamente pecioladas de 25 cm de largo y 30 cm de ancho.

Sus flores blancas estan conformadas por sépalos blancos unidos en la base



con un tamafio no mayor a 15 mm y se disponen en pequefios ramos, sus frutos
son en forma de cépsula con 3 semillas (Lagunes-Olivares et al., 2017). Este
arbusto es considerado como maleza en algunas regiones y es utilizado
generalmente como cerco vivo, esto se le atribuye principalmente a que los
tricomas que recubren la planta producen una reaccion urticante al entrar en
contacto con la piel (CONABIO, 2009). A lo largo del tiempo la ortiga ha sido
utilizada en la medicina tradicional para curar diferentes malestares tales como
el mal aire, el dolor de muelas, las mordeduras de perro, las enfermedades
venéreas, las infecciones vaginales, el sarampion y la erisipela, como
antirreumatico y antihemorragico y para producir leche materna (Jiménez-
Arellanes et al., 2014). También se ha utilizado como coagulante de origen
vegetal en la elaboracion de queso fresco en la region huasteca, en donde de
manera tradicional se agregaba un trozo de ortiga a la leche de vaca hirviendo
para producir la precipitacion de las caseinas, su efecto coagulante es atribuido
a la presencia de enzimas que provocan la desnaturalizacion de las proteinas de

la leche de manera similar a la quimosina (Guyomarc’h et al., 2007).

3.2 Tipos de Coagulantes

Segun una antigua leyenda, el queso fue inventado de manera accidental en el
Oriente Medio, esto ocurrié cuando pastores nédmadas utilizaron los estbmagos
de rumiantes para transportar la leche en su camino por el desierto, la elevada
temperatura del lugar y las enzimas que se encontraban de manera natural en el
interior del odre dieron lugar a la coagulacién de la leche dando asi al origen a lo
gue ahora llamamos queso (Harboe et al., 2010). En la industria alimentaria son
utilizados 3 tipos de coagulantes en la elaboracidén de quesos, estos se pueden
clasificar segun su origen como: animales, microbianos y vegetales. El
coagulante de origen animal coloquialmente conocido como “cuajo” se obtiene
del abomaso de terneras preferiblemente jovenes, el cuajo se elaboraba
tradicionalmente colocando un trozo de abomaso en una solucion salina, el poder
coagulante del cuajo es atribuido a la presencia quimosina una enzima
proteolitica de caracter digestivo (Ramirez, 2015). En el afio de 1940 el
crecimiento industrial en la elaboracion de queso forz6 la busqueda de enzimas

alternativas al coagulante de origen animal, debido a esto surge la produccion



de proteasas extraidas de microorganismos, la cuales ademas de proporcionar
un producto estandarizado y con una mayor vida de anaquel proporciona
coagulantes de origen microbiano con caracteristicas especificas para los
diferentes tipos de quesos, una de las enzimas mas utilizadas es la proteinasa
de Rhizomucor miehei, conocida como mucorpepsina, que actia de manera muy
similar a la quimosina ( del Moral et al., 2015). A pesar de que son poco utilizados
los coagulantes de origen vegetal no son algo nuevo, extractos de plantas se
han empleado desde la antigiiedad para la manufactura de quesos, existen
vestigios que datan desde los afios 50 a.C. EI mas conocido actualmente
utilizado es el extracto de las flores de Cynara cardunculus, tradicionalmente
conocido como cardo (Luo et al., 2018), que se utiliza en Espafa y Portugal para
elaborar quesos de oveja y de cabra, muchos de ellos cuentan con denominacién
de origen protegida. Los extractos del cardo también son utilizados en Italia para
elaborar un queso con leche de vaca denominado Caciotta y en Marruecos una
variedad llamada Jben (Abd EI- Sal et al., 2017). La familia de las Solanaceas
también ha mostrado un papel interesante en el ambito de coagulantes
vegetales, su variedad incluye plantas de uso comestible, medicinal, venenosas,
ornamentales y malezas. En México, en algunas regiones del estado de
Chihuahua, el fruto de la planta Solanum elaeagnifolium mejor conocida como
“trompillo” se utiliza tradicionalmente en la elaboraciéon de quesos (Vargas-
Requena et al., 2008). Antiguamente las especies vegetales Galium verum eran
utilizadas para la produccion de quesos inclusive su el nombre cientifico de la
especie hace referencia a su capacidad coagulante en griego gala significa leche
y verum significa verdadero, comunmente también se le conoci6 como
cuajaleche, ademas de ser utilizada como coagulante, también daba color al
gueso de oveja y cabra en determinadas zonas de Inglaterra (Feijoo-Siota et al.,
2018).

3.3 Purificacién e identificacion de proteinas

La identificaciébn de proteinas permite inferir o atribuir propiedades a algun
alimento o sustancia segun las proteinas que contenga, actualmente se emplean
3 principales fases para llegar a la identificacion las cuales incluyen la

purificacion, la identificacion en la que se incluyen métodos para analizar



caracteristicas como el peso molecular o la estructura que posee y por ultimo el
uso de un software bioinformatico comparativo (Camacho et al., 2022). Las
plantas tienen muy poca proteina en comparacion con el tejido animal, ya que
solo el 1-2% de la célula es el citoplasma, que es donde se encuentra la proteina,
el resto de la célula vegetal contiene compuestos no proteicos que interfieren en
la extraccion de proteinas y la determinacion del perfil electroforético de la planta.
El primer paso en la purificacion de proteinas es la lisis celular, que permite la
liberacion de componentes de los espacios intracelulares y su principal funcion
es preservar la integridad de la proteina (Lopez, 2012). El objetivo fundamental
de la purificacién por fenol es mejorar la disociacion de las proteinas, se ha
demostrado que el uso de cloroformo junto con el fenol aumenta el rendimiento
de los acidos nucleicos ya que el cloroformo desnaturaliza las proteinas y mejora
la separacion de las fases organica y acuosa. Otras ventajas son la eliminacion
de lipidos por el cloroformo y la reduccién de la cantidad de agua retenida en la
fase orgénica (Checa-Rojas, 2018). La electroforesis en gel de poliacrilamida fue
la primera técnica protedmica desarrollada que utiliza una corriente eléctrica para
separar las proteinas, este método es utilizado en la mayoria de los casos para
iniciar la caracterizacion de una molécula del tipo proteina, es decir ayuda a
determinar otros parametros como lo es el peso molecular, punto isoeléctrico y
namero de cadenas polipeptidicas de las proteinas (Beeton-Kempen, 2020). La
zimografia es un método electroforético para la medicion e identificacion de la
actividad proteolitica de las proteinas separadas en la electroforesis. El método
se basa en un gel de dodecil sulfato de sodio el cual se sumerge en un sustrato
(proteina) que es degradado por las proteasas durante un periodo de incubacién.
Esta posteriormente se lleva con unatincién con azul de coomassie el cual revela
los sitios donde ocurre la protedlisis manifestandose en forma de bandas blancas
sobre un fondo azul oscuro. Dentro del rango mostrado (ancho de banda), la
intensidad de la banda se puede relacionar linealmente con la concentracion de
la proteasa, esta técnica es relativamente sencilla y practica ya que revela en
gué zona, tamafio y banda se presenta la caracteristica de una proteasa por lo
cual se utiliza como un método de caracterizacion de proteinas (Leber et al.,
1997).



3.4 Leche

La leche es el producto integral de un ordefio total, higiénico e ininterrumpido, de
una hembra lechera sana, bien alimentada y descansada que debe recogerse
inmediatamente, enfriarse y no contener calostro. Segun el Codex Alimentarius
la leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida mediante
uno o mas ordefios sin ningun tipo de adicion o extraccion, destinada al consumo
en forma de leche liquida o elaboracion ulterior. Actualmente en México se
producen al afio 13 millones 239 mil 779 toneladas de leche bovina siendo los
lideres productores los estados de Jalisco, Coahuila y Durango, utilizando
principalmente las razas de ganado bovino Holstein, Suizo y Jersey, la leche es
considerada uno de los productos de la canasta basica en la poblacién mexicana,
se estima un consumo per cépita de 124.3 L (SIAP, 2022). La leche es
considerada como uno de los pilares en el crecimiento y desarrollo de la
poblacion desde su infancia ya que no solo es una fuente importante de energia
alimentaria, su consumo regular también contribuir considerablemente a la
ingestion necesaria de nutrientes como el calcio, magnesio, selenio, riboflavina,
vitamina B12 y acido pantoténico. En cuanto a los macronutrientes, las grasas
constituyen alrededor del 3 % del contenido sdlido de la leche de vaca, en cuanto
a las proteinas se estiman que son aproximadamente el 3.5 % el contenido de
proteinas de la leche es una mezcla de numerosas fracciones proteicas
diferentes y de distintos pesos moleculares (Agudelo et al., 2005). Las caseinas
son fosfoglucoproteinas, es decir son moléculas que contienen tanto residuos de
carbohidratos como de fosfatos, practicamente todas las moléculas de caseina
estan asociadas entre si integrando las micelas, pero existen una cantidad que
se encuentran en solucién. Hay varias fracciones que componen la caseina (q,
By k caseina) y otras fracciones en menor proporcion como son la lactoalbumina

y la lactoglobulina (Brunner, 1981; Severin et al., 2005).

3.5 Leche de caprina

En comparacién con la leche bovina la leche caprina tiene una menor produccién
siendo Coahuila y Guanajuato los estados con mayor produccion anual con cifras
de 44 mil 957 miles de litros y 43 mil 767 miles de litros respectivamente (SIAP,

2020). El estado de Coahuila se caracteriza por ser el principal productor de



queso artesanal elaborado a partir de leche de cabra (Narvaez et al., 2017). El
qgueso es realizado de manera artesanal por pequefios productores, por lo tanto,
la distribucion de leche de cabra y sus derivados suele ser local (Chacon et al.,
2009, Santos et al., 2018). La leche de cabra contiene agua, proteinas, grasas,
azucares, minerales y vitaminas (Pérez-Sanchez et al., 2020). Sus acidos grasos
son facilmente absorbibles en el intestino debido al tamafio de sus glébulos
grasos (Pedregosa-Cabrero et al., 2020). La proteina lactea tiene todos los
aminoacidos esenciales y se destaca por el elevado contenido en aminoacidos
de cadena ramificada (leucina, isoleucina y valina). Durante el proceso de
elaboracion de los quesos se produce hidrdlisis de las caseinas, lo que, ademas
de contribuir a la adquisicién de caracteristicas organolépticas particulares, hace
gue aumente la digestibilidad de la proteina sin alterarse su valor nutritivo (de
Cangas et al., 2019). La leche de cabra puede ser utilizada en la elaboracion de
muchos productos como dulce de leche (Wanderley et al., 2005), yogurt (Rojas
et al., 2007), leches fermentadas (Kullisaar et al., 2003), leche en polvo (Pérez-
Sanchez et al., 2020) mantequilla (Pal et al., 2017), sin embargo, el queso es el

derivado de cabra con mayor produccion (SIAP, 2020).

3.6 Queso

El queso es considerado el producto derivado de la leche mas consumido, segun
el Codex Alimentarius el queso es el producto blando, semiduro, duro y extra
duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la
proporcién entre las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la
leche, obtenido mediante: la coagulacion total o parcial de la proteina de la leche,
desnatada/descremada, parcialmente desnatada/descremada, crema, crema de
suero o leche de mantequilla o de cualquier combinacion de estos materiales,

por accion del cuajo u otros coagulantes idéneos (Codex, 2018).

3.7 Clasificacion del queso

Se estima que existen a nivel mundial mas de 2000 tipos de quesos. A fin de
agruparlos se los puede clasificar en funcion de diferentes atributos los cuales
toman en cuenta el proceso de elaboracion o las caracteristicas fisico-quimicas

y son:
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Tipo de leche

-Queso de leche de vaca.
-Queso de leche de cabra.
-Queso de leche de oveja.
-Queso de leche de bufala.

-Queso de mezclas de otras leches pudiendo ser muy variados dependiendo del
tipo de mezcla y la cantidad de leche que se utiliza de cada especie.

Contenido de grasa

- Extra graso: Tiene un minimo del 60% del extracto seco.
- Graso: Entre 60 y 45 % del extracto seco.

- Semigraso: Entre 45y 25 % del extracto seco.

- Magros: Entre 25y 10 % del extracto seco.

- Descremados: Maximo de 10 % del extracto seco.

Porcentaje de humedad:

- Baja humedad hasta 35,9 %.

- Mediana humedad: entre 36 y 45,9 %.
- Alta humedad entre 46 y 54,9 %.

- Muy alta humedad: no menor al 55 %

Maduracion:

-Queso fresco: Es el producto que esta listo para el consumo después del

proceso de fabricacion.

-Queso madurado: Es el producto que es sometido a maduracion, dentro de esta

clasificacion se encuentran los quesos semimadurados con un proceso de
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maduracion desde 30 dias y los quesos madurados con mas de 70 dias de

maduracion (Ramirez-Lopez et al., 2012).

3.8 Queso semimadurados

Los quesos semimadurados se caracterizan por ser de pasta dura, semidura o
blanda y puede tener o no corteza; estos son sometidos a un proceso de
maduracion minimo de 30 dias bajo condiciones controladas de tiempo,
temperatura y humedad, puede tener o no adicion de microorganismos. El
someter los quesos a estas condiciones busca provocar en él cambios
bioquimicos y fisicos caracteristicos del producto del que se trate, lo que permite
prolongar su vida de anaquel, el cual puede o no requerir condiciones de

refrigeracion (Ramirez-Lopez et al., 2012).

3.9 Proceso de elaboracién de queso semimadurado

En la figura 1 se detalla el proceso que se lleva a cabo para la elaboracién de
queso semimadurado, iniciando con un analisis de la calidad de la leche, para
obtener un queso de calidad y un buen rendimiento del producto la leche debe
ser rica en grasa y proteina, no debe contener antibibticos, detergentes o
desinfectantes que influyan en el sabor del queso e inhiban la proliferacion de
los 9 microorganismos responsables de las caracteristicas de este alimento, para
este paso es importante determinar el contenido de humedad, cenizas, materia
grasa, proteina y fibra. El acondicionamiento de la leche consiste en la
higienizaciéon de la leche esto incluye el filtrado, para eliminar particulas de
suciedad, posteriormente, se somete a procesos de normalizacion de materia
grasay a un tratamiento de pasteurizacion orientado a eliminar microorganismos
patdgenos, asi como otros microorganismos responsables del deterioro o
alteracion del queso. Al pasteurizar la leche se produce una insolubilizacion del
calcio que normalmente tiene la leche. El calcio es necesario para una buena
coagulacion, por eso es necesario agregar cloruro de calcio (CaCl2) luego de
pasteurizar, se agregan de 0.2 a 0.4 g por cada litro de leche. En caso de que al
gueso se le vayan a agregar microorganismos para la fermentacion del producto
la leche se somete a un proceso de maduracion en el que estos microorganismos

son adicionados. La coagulacion de la leche es la transformacion de la misma,
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pasando de liquida a tener un aspecto gelatinoso y semisélido. Una vez
terminada la coagulacion, se procede al corte de la cuajada en pequefios trozos,
el corte consiste en la ruptura del coadgulo en fragmentos con el objeto de
aumentar la superficie de desuerado, para salir el suero se requiere de acciones
mecanicas ademas del corte, también se puede realizar la agitacion y la coccion.
Después de que la cuajada se ha cortado y se ha eliminado parte del suero, se
introduce en los moldes y a continuacién se realiza el prensado que puede
hacerse bien en prensas o por apilado de los mismos quesos. La sal da sabor a
los quesos, facilita el desuerado, ayuda a la conservacion de los mismos
evitando la proliferacion de algunos microorganismos y mohos y por ultimo
interviene en la formacion de la corteza del queso, la salazén se puede hacer de
varias formas: afiadiendo sal a la leche, sal a la cuajada antes del moldeado o
una vez prensado el queso se sumerge en salmuera. Por ultimo, el queso es
sometido a un proceso de maduracion, en este paso se debe controlar la
temperatura y la humedad del local. Los quesos se deben colocar en estanterias,
parrillas o soportes de facil limpieza y desinfeccién, debiéndose voltear con
frecuencia. Normalmente el ambiente posee una temperatura de 8 a 15 °C y un
75 a 90 % de humedad (Ramirez-L6pez et al., 2012).
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Figura 1. Elaboracion de queso semimadurado.

(Ramirez-Lopez et al., 2012).
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4. Materiales y métodos

4.1 Recoleccién de la planta

La recoleccion de la planta ortiga se realizd en el municipio de Huauchinango
perteneciente al estado de Puebla, ubicado en las coordenadas 20°11°29.2°N
98°02719.9°W con una altitud de 1,520 metros sobre el nivel del mar, con una
temperatura local media de 26 °C y una humedad del 83 %, caracteristicas de
climas semicéalidos ideales para el crecimiento de la planta (ITER, 2020). La
recoleccion fue realizada Unicamente en arbustos con una longevidad
aproximada de 3 afios, esto segun informacion proporcionada por pobladores
locales. Las muestras recolectadas fueron trasladadas para su andlisis al
Laboratorio Multidisciplinario del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Autébnoma del Estado de Hidalgo. En la figura 2, se observa un

arbusto de ortiga con una altura aproximada de 5 m.

Figura 2. Arbusto de ortiga (Cnidoscolus multilobus). (Foto propia)
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4.2 ldentificacién de la planta

Muestras de las hojas y el tallo de la ortiga recolectada se sometieron a un
proceso de secado durante 30 dias, en este proceso se colocaron las muestras
del arbusto en papel y se dejaron a un secado libre bajo el sol. Una vez que las
muestras estaban totalmente secas se procedié al montaje de las muestras en
papel cartulina libre de acidos, el montaje se realiz6 con ayuda de resistol blanco
escolar, por ultimo, los montajes se etiquetaron para su preservacion en el
archivo del herbario (Ortufio, 2014). Una vez entregado el montaje de las
muestras estas fueron trasladadas al herbario de la Universidad Autbnoma del

Estado de Hidalgo HGOM para su identificacion.

Det.

Figura 3. Montaje de muestras de ortiga (Cnidoscolus multilobus) para su identificacion.
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4.3 Purificacion de proteinas del tallo de ortiga

Para la purificacion de las proteinas del tallo de ortiga se utilizd 1 g de muestra'y
se trituré utilizando el homogeneizador marca Polytron modelo PT 2500, a la
muestra triturada se le adicionaron 6 ml de fenol con un pH 8.8 y 5 ml de buffer
(Tris, SDS, glicerol y agua destilada), posteriormente se aplicaron 5 pulsos de 1
min en el homogeneizador alternados por 1 min en hielo, después de los 5 pulsos
la muestra se mantuvo en hielo 10 min mas y se centrifugdé en un equipo marca
Velab CBS series a 4000 rpm durante 30 min, posterior al centrifugado se tomo
la fase organica y se depositdé en un tubo de 50 ml y se agregaron 25 ml de
acetato de amonio en metanol (CH3COONHa4), se agitd y se dejé reposar 16 h a
-20 °C. Una vez pasado el tiempo de reposo se centrifugé la muestra a 4000 rpm
durante 30 min para obtener una pastilla de precipitado y se descartdé el
sobrenadante, la pastilla se lavd con 5 ml de acetato de amonio en metanol por
duplicado y se centrifug6 a 4000 rpm por 10 min después de cada lavado,
posteriormente se lavo de igual manera la pastilla con acetona (C3;HgO) al 80 %
2 veces Yy se realiz6 un ultimo lavado con etanol (C,;H¢O) al 70 %, la pastilla se
resuspendio en 100 pL de buffer y se conservé en congelacion hasta su analisis
(Sanchez, 2023).

4.4 Andlisis del patrén electroforético de las proteinas del tallo de ortiga

Para el andlisis del patron electroforético de las proteinas del tallo de ortiga se
tomaron 4 pL de la muestra de proteina de tallo de ortiga purificada y se
colocaron en un gel SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, se utilizo el
marcador molecular Precision Plus de Biorad como referencia de peso molecular
y 1 ug de lisozima sigma #L6876-1G como referencia de cantidad. Se corrié en
un gel de poliacrilamida al 12 % a 70 V por 2.5 h. Posteriormente se desmonto
el gel y se coloco en solucion de coomassie coloidal. Finalizada la electroforesis,
se realiza un primer paso de fijacién, incubando los geles en una solucion 50 %
metanol (CH3;OH) y 50 % agua durante 1 h a temperatura ambiente. A
continuacion, se retira la solucién de fijacién y se incuban los geles en solucién
de tincion de azul de coomassie (G-250) durante 16 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se destifien los geles con agua bidestilada, hasta alcanzar el

contraste adecuado para la identificacion de bandas (Sanchez, 2023).
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4.5 Zimografia electroforética

Para la identificacién de actividad proteolitica en la proteina purificada de tallo de
ortiga se tomaron 4 pL de la muestra y se colocaron en un gel SDS-PAGE al 12
% de acrilamida de una dimension. Se corrié en un gel de poliacrilamida al 12 %
a 70 V por 2.5 h. Posteriormente se desmonto el gel y se sumergié en una
solucion rica en caseina durante 1 h a 95 °C, se incubaron los geles en solucién
de tincion de azul coomassie (G-250) durante 16 h a temperatura ambiente y
finalmente, se destifien los geles con agua bidestilada, hasta alcanzar el

contraste adecuado para la identificacion de bandas (Sanchez, 2023).

4.6 Andlisis quimico proximal del tallo de ortiga

4.6.1 Humedad

La determinacion de humedad se realizo por triplicado, mediante la metodologia
que describe la AOAC (2020) en el método 925.45, el cual se basa en la pérdida
de peso por calentamiento, se utilizaron charolas de aluminio previamente
sometidas a peso constante y se colocé una muestra de 10 g de tallo de la ortiga,
la muestra se sometié a calentamiento a 105 °C por 4 h en una estufa marca
BioBase, una vez pasado el tiempo las muestras se colocaron en un desecador
por 15 min, por Ultimo se pesaron las muestras secas en una balanza analitica.

Los resultados se calcularon de acuerdo la formula siguiente:

B—-A
%Humedad = x 100

Donde:

B: Peso de la charola con la muestra.

A: Peso de la charola con la muestra seca.

PM: Peso de la muestra.
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4.6.2 Cenizas

Se utilizé la metodologia de la AOAC (2020) método 923.03 la cual se basa en
la incineracion de las muestras, se utilizaron crisoles a peso constante, en los
cuales se colocaron 5 g de muestra del tallo para someterlos a una incineracion,
posteriormente se introdujeron las muestras en una mufla marca MSL 550°C por
3 h, posteriormente se pesaron en una balanza analitica marca Velab. Los

resultados se calcularon de acuerdo con la férmula siguiente:

* 100

% Cenizas =

Donde:
B: Peso del crisol con cenizas.
A: Peso del crisol vacio.

PM: Peso de la muestra.

4.6.3 Proteina

Para la determinacion de proteinas se uso el método de Microkjeldahl, el cual se
basa en la digestion de materia organica con acido sulfarico y una mezcla
digestora que se elabor6 con 20 g sulfato cuprico (CuSOa4) y 200 g sulfato de
potasio (K2SOa4). Para dicho analisis se tomé 1 g de muestra en un matraz
Kjeldahl y se adicionaron 15 ml de acido sulfarico concentrado (H,SO,) y 5 g de
la muestra digestora. Se realizd la digestion durante 3 h en un equipo
Microkjeldahl, posteriormente al cambio de coloracién en la mezcla (negro a
verde) se dejo en calentamiento por una hora, una vez pasado el tiempo se
realizo la destilacion con hidroxido de sodio (NaOH) al 30%, obteniendo el
destilado en un matraz Erlenmeyer el cual contendra acido bérico (HsBO3) al 2
%, por ultimo se tituld con &cido sulfurico 0.1 N, para asi conocer la concentracion

total de nitrégeno, esto segun la metodologia de la AOAC (2020).
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El nitrégeno contenido total se determind mediante la siguiente formula:

o, V1-V2=«N=x0.014
% Nitrégeno = P * 100

Donde:

V1: ml de H,SO, gastado en la titulacién

V2: ml blanco de H,SO, gastado

N: Normalidad de H,SO,

PM: Peso de la muestra en g

0.014: Miliequivalentes de N

Para obtener el porcentaje de proteina se utilizé la siguiente formula:

% Proteina: (% N) (6.25)

4.6.4 Grasa

Se determind siguiendo la metodologia de la AOAC (2020) se usaron cartuchos
de celulosa a peso constante, en los que se agregaron las muestras libres de
humedad las cuales se colocaron en un extractor soxhlet y un sistema de
extraccién buichi, con vasos de misma marca, se agregaron 200 ml de éter de
petréleo y se dejaron por 6 h, se secaron en una estufa marca BioBase a 70°C,
se colocaron las muestras en un desecador y se pesaron. El porcentaje de grasa

se calcul6 con la siguiente formula:

A
* 100

Extracto etéreo =
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Donde:
B: Peso del vaso Bichi con grasa
A: Peso del vaso a peso constante

PM: Peso muestra

4.6.5 Fibra

La determinacion de fibra se realiz6 mediante la metodologia de la AOAC (2020)
donde se inicia con muestras libres de humedad y de grasa, estas se colocaron
en un vaso de Berzelius, con 200 ml de &cido sulfarico 0.255 N, se llevaron a
ebulliciébn en un equipo de extraccién por 30 min, una vez pasado este tiempo se
realizaron lavados con agua caliente hasta que el pH fue neutro, se colocaron
las muestras nuevamente en los vasos Berzelius con 200 ml de una solucion de
hidroxido de sodio 0.313 N y se llevaron a ebullicién por 30 min. Posteriormente
se filtraron y lavaron con 50 ml de &cido sulfarico 0.255 N, 150 ml de agua
caliente y 25 ml de etanol. Las muestras se pasaron a un crisol a peso constante
y se dejaron secar por 2 h a 130 °C en una estufa marca BioBase, una vez frias
se pesaron. Por ultimo, se calcinaron en una mufla (MSL) a 530 °C por 30 min y

una vez frias se pesaron. Los resultados se calcularon bajo la siguiente férmula:

Y% Fib Peso crisol con muestra seca — Peso crisol con muestra calcinada 100
ortora = *
Peso real de la muestra
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4.7 Elaboracion del extracto de ortiga

Para la elaboracién del extracto se realizé un lavado de los tallos de ortiga con
agua destilada y se cortaron en trozos de aproximadamente 1 cm de largo para
facilitar su manejo, posteriormente se tomaron 50 g de los tallos y se agregaron
20 ml de agua destilada, para proceder a moler con ayuda de una licuadora
convencional marca Oster, una vez molidas las muestras se procedio a filtrar el
extracto con un pafio espafiol y se almacend en recipientes de plastico asépticos
y se conservo en congelacion hasta su uso, todo esto basado en la metodologia

descrita por Gonzalez en 2018.

4.8 Analisis fitoquimico del extracto de ortiga

Se realizé un analisis fitoquimico del extracto de ortiga en el que se analizo la
presencia o0 ausencia de metabolitos secundarios mediante reacciones de
colorimetria en las que un cambio de coloracién puede representar un resultado
positivo 0 negativo (Raaman, 2006), los procedimientos para cada reaccion se

mencionan a continuacion:
4.8.1 Alcaloides

Para determinar la presencia de alcaloides se colocé 1 ml del extracto de tallo
de ortiga en un tubo de ensayo y se afiadieron 3 gotas de reactivo de Mayer
(HgCl2+Kl), posteriormente se agitd por 1 min, la aparicion de una coloracion

blanca cremosa denotard la presencia de alcaloides.
4.8.2 Insaturaciones

La aparicion de un precipitado de color café al agregar gotas de permanganato
de potasio (KMnOa4) en 1 ml de extracto de tallo de ortiga indicara la presencia

de insaturaciones.
4.8.3 Oxhidrilos fendlicos

La presencia de oxihidrilos fendlicos en 1 ml de extracto de tallo de ortiga se
podra observar con la aparicion de una coloracion rojo- violeta al agregar 3 gotas

de cloruro de hierro (FeCls).
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4.8.4 Sesquiterpenlactonas

Para analizar la presencia de sesquiterpenlactonas se utilizd 1 ml de extracto de
tallo de ortiga al que se le afadieron 4 gotas de mezcla de acido picrico
(CeHsN30O7) en etanol e hidroxido de sodio en agua, una coloracion naranja-rojiza

indicaria la presencia de sesquiterpenlactonas.
4.8.5 Flavonoides

Se utilizé6 1 ml de extracto de tallo de ortiga al cual se le afiadié 1 ml de acido
sulfrico concentrado, una coloracion roja o purpura indicaria presencia de

quinonas, amarilla de flavonas y naranja-guinda de flavononas.
4.8.6 Saponinas

En esta reaccién se afladié 1 ml de cloroformo (CHCI3) y 1 ml de &cido sulfurico,
a 1 ml del extracto de tallo de ortiga, una coloracion amarilla o café indicaria la

presencia de saponinas.
4.8.7 Cumarinas

La presencia de cumarinas se vera reflejada en la desaparicion de la coloracion
azul al agregar 1 ml de hidréxido de sodio y 1 ml de &cido clorhidrico (HCL) a 1

ml de extracto de tallo de ortiga.
4.8.8 Esteroles

La formacion de un anillo azul indicaria la presencia de esteroles, en esta
reaccion se agregaron 1 ml de anhidrido acético (C4HsOs) y 1 ml de acido
sulfarico, a 1 ml del extracto de tallo de ortiga

4.8.9 Taninos

Para esta reaccion se agregé 1 ml de extracto de tallo de ortiga, 2 ml de agua
destilada y 3 gotas de cloruro de hierro al 0.1 %, una coloracién verde-azul
indicaria la presencia de catequinas y una coloracion negra-azul de taninos

galicos.
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4.8.10 Antocianinas

Una coloracién roja-violeta indicaria la presencia de antocianinas al afadir 1 ml
de amoniaco (NH3) y 2 ml de acido clorhidrico a 1 ml de extracto de tallo de

ortiga.

4.9 Analisis de la calidad de la leche y lactosuero

La calidad de la leche y el suero obtenido una vez elaborados los quesos, se
evaluaron mediante el uso de un analizador de leche marca Lactoscan
Milkotronic modelo MCC el cual determiné los parametros de grasa, sélidos,
sélidos no grasos, lactosa, proteinas, pH y densidad, la metodologia que se
utilizé es la indicada por el fabricante (Auxilab, 2021) esto se aplico para las 3
muestras de leche bovina, caprina y mezcla (bovina-caprina) y también para los
lactosueros obtenidos en la elaboracion de las muestras de queso, todos los

analisis fueron realizados por triplicado.

4.10 Tiempo de coagulacion

El tiempo de coagulacién es el tiempo que se requiere para que se presente la
coagulacion enzimatica después de agregar el medio coagulante (Sbodio, 2012).
Para la determinacién del tiempo de coagulacion se comparoé el uso del extracto
de tallo de ortiga como coagulante contra la quimosina un coagulante de venta
comercial se utilizaron 2 muestras de 1 L de leche, a una de las muestras se le
agregaron 10 ml de extracto de ortiga y a la otra muestra se le agregaron 3 gotas
de quimosina y se midi6 el tiempo en que se presento la coagulacién, el analisis

fue realizado por triplicado.

4.11 Elaboracion de quesos semimadurados

Se elaboraron 6 diferentes muestras de quesos con dos tipos de coagulantes:
extracto de ortiga y quimosina, y con 3 tipos de leche bovina, caprina y mezcla
(50 % bovina-50 % caprina). Para los quesos elaborados con extracto de ortiga
como coagulante se siguid la metodologia empleada por Marquez y

colaboradores (2009) con modificaciones, la leche se pasteurizo sometiendo la

24



leche a un calentamiento de 63 °C durante 30 min, una vez pasteurizada la leche
se calentd a 90 °C, una vez llegada la temperatura se le afiadi6 el extracto del
tallo de ortiga como coagulante vegetal en una proporcion de 1 % y cloruro de
calcio segun la metodologia empleada por Gonzalez en 2018 se agito para
fomentar la precipitacion de los coagulos, posteriormente se eliminé el suero de
la cuajada para agregar la sal, por ultimo se realizé el prensado de la cuajada en
moldes de plastico por apilamiento durante 24 h, el desmoldado del queso se
realizé una vez terminado el tiempo del prensado, para la maduracion del queso
este fue sometido a una temperatura de 8 °C con una humedad del 75 % en un
camara de refrigeracion por 30 dias, durante este tiempo los quesos se voltearon
cada 3 dias para un secado uniforme. Para los quesos control se utilizé
guimosina como coagulante con la proporcién indicada por el fabricante de 1 ml
por cada 10 L de leche, se utilizdé la metodologia empleada por Marquez y
colaboradores (2009) solo cambio el calentamiento de la leche a 32 °C para su
coagulacion tardando 32 min, la maduracion fue realizada en la misma condicion

gue los quesos elaborados con extracto de ortiga como coagulante.

4.12 Analisis de rendimiento del queso

El rendimiento quesero es un parametro que corresponde a la expresion
matematica de la cantidad de queso obtenida a partir de una determinada
cantidad de leche y normalmente expresada como Kg de queso por 100 Kg de
leche en porcentaje. En la industria lactea es importante calcular el rendimiento
guesero ya que este nos indicara que tan bueno es el proceso utilizado para la
fabricacion del queso o que tan 6ptimos son los coagulantes utilizados para la

fabricacion del mismo (Dalla, 2016).

4.13 Analisis quimico proximal del queso semimadurado

Los andlisis de humedad, cenizas y proteina fueron realizados siguiendo la

metodologia descrita en la seccién 4.5.

25



4.13.1 Grasa

Para determinar el porcentaje de grasa en queso se llevo a cabo el método acido-
butiro-métrico establecido por Codex Alimentarius (CXS 283). El cual consistié
en colocar 3 g de los quesos en la copa del butirometro para queso Van Gulik,
se agreg0 acido sulfarico con una densidad de 1.522 g/ml hasta cubrir
completamente la copa, posteriormente se adiciono 1 ml de alcohol isoamilico
(CsH120). Para finalizar se adiciona mas acido sulfarico hasta llegar al 35 % en
la escala del butirbmetro. Las muestras se colocaron en una centrifuga Gerber.

Para finalizar se tomo la lectura de forma directa del porcentaje de grasa.

4.13.2 Contenido de cloruros

La estimacion de cloruros en queso se basa en el fundamento de digerir la
materia organica con la presencia de permanganato de potasio, acido nitrico
(HNO3) y nitrato de plata (AgNOg) titulando posteriormente con tiocianato de
potasio (KSCN) y utilizando como indicador sulfato férrico amoniacal. Se utilizé
el método de Duran y colaboradores. (2010), la técnica consistié en colocar 2 g
de queso en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, afiadiendo 25 ml de nitrato de
plata 0.1 N y 25 ml de &cido nitrico con una pureza del 70%. El matraz con la
solucion se colocd en una parrilla de calentamiento, donde posteriormente se
agregaron 10 ml de permanganato de potasio y se llevo a una ebullicién lenta
por 5 min. Posteriormente se retird de la parrilla y se agregaron 100 ml de agua
destilada y 5 ml de sulfato férrico amoniacal (solucion saturada). Para finalizar
se tituld con tiocianato de potasio 0.1 N hasta el vire de color. Los resultados de

cloruro se calcularon de acuerdo a la siguiente formula.

(A—=B)* N x Meq NaCl
*

100
M

%NaCl =
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Donde:

A: mL AgNOz 0.1N

B: mL de KSCN

N: Normalidad

M: Peso de la muestraen g

Meqg NaCl: 0.0585

4.14 Andlisis de perfil de textura

La determinacion de textura se realiz6 en los distintos tratamientos de queso
elaborados, siguiendo la metodologia de Gonzéalez y colaboradores (2015), las
muestras analizadas fueron cortadas en forma de cubo con dimensiones de 1 x
1 x 1 cm, se realizaron 10 repeticiones respectivamente para cada tratamiento.
Los parametros evaluados fueron dureza, adhesividad, elasticidad, gomosidad y
masticabilidad. La determinacion de textura se realiz6 con ayuda de un
texturémetro marca CTE-4500 equipado con una celda de carga de 4.5 Kg y una

sonda TA/100 a una velocidad de 1mm/s* por una distancia de 10 mm.

4.15 Andlisis del perfil de &cidos grasos

Se realizé el andlisis del perfil de acidos grasos de los tratamientos de queso
elaborados mediante cromatografia de gases para este procedimiento se
utilizaron muestras de grasa extraidas utilizando el método butirométrico de los
tratamientos de queso elaborados, a una gota de grasa se le agreg6 1 ml de boro
en metanol y se someti6 a calentamiento a bafio maria durante 10 min,
posteriormente se agregaron 0.5 ml de agua y 0.5 ml de hexano (CsH14), al lograr
la separacion de la muestra utilizada esta se inyecté al cromatografo de gases

para su analisis (Chavez et al., 2023).
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4.16 Analisis de resultados

Los resultados obtenidos mediante los experimentos se analizaron con un
andlisis de varianza (ANOVA) y una comparacion de medias mediante el método
de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05, ademas de un analisis no
paramétrico para la evaluacién sensorial, utilizando como herramienta el
software de estadistica IBM SPSS Statistics (IBM® SPSS® 2019 ver.19 USA).
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5. Resultados y discusién

5.1 Identificacién de la planta

Anatomia foliar: Se observé presencia de una epidermis uniestratificada,
papilosa con células triangulares en la epidermis adaxial y abaxial de la médula
y rectangulares en el mesofilo. Presenta un mesofilo bifacial, con una capa de
parénquima en empalizada, y de 4-8 capas de parénquima esponjoso.
Ademas, recubiertas por drusas y tricomas. La anatomia foliar descrita se
puede observar en la figura 3, en la cual se presenta una hoja fresca de la
ortiga. Anatomia pecicolar: Peciolo en seccion transversal eliptico y otras
veces lenticular, con una cuticula lisa gruesa de 7-9 haces vasculares
formando un cilindro, con 5 capas de fibras discontinuas que rodean al floema.
Con drusas, y tricomas simples (Ortufio, 2014). Segun las caracteristicas
evaluadas en los montajes de las muestras de la planta recolectadas, el
herbario de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo HGOM otorgo la
identificacion de la planta como la especie Cnidoscolus multilobus que
pertenece a la familia Euphorbiaceae, mejor conocida como ortiga 0 mala

mujer. Anexo 1.

5.2 Analisis del patrén electroforético

Para el andlisis del patrén electroforético se realizé la determinacién de la
integridad de proteina contenida en las muestras mediante una electroforesis de
poliacrilamida SDS-PAGE 1D. Se aplicaron 4ul de la muestra en el siguiente
orden: en el Carril 1, marcador molecular. Carril 2, muestra tallo de ortiga carril
3, 1ug de Lisozima pura como referente de carga y cantidad de proteina. Se
puede observar en la figura 4 el patron de bandas. Se estimé el contenido de
proteina en la muestra de tallo de ortiga de 8.7 pg/ul. La lectura del patron
electroforético se realiz6 mediante el densitometro calibrado GS-900 de Biorad.
En la lectura del patron se observd que la mayor concentracion proteica se
encuentra entre los 25 y 37 de peso molecular, resultados similares fueron
reportados por Gonzalez (2018) en donde menciona que la mayor concentracion
proteica se encontré entre los 31 y 38 de peso molecular.
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Figura 4. Patrén electroforético de la proteina del tallo de ortiga. Carril 1) Marcador molecular,

carril 2) Proteina del tallo de ortiga y carril 3) Lisozima.

5.3 Zimografia electroforética

La zimografia electroforética se realizdé con el fin de identificar proteinas con
caracteristicas proteoliticas presentes en la ortiga, en la figura 5 se observa el
resultado obtenido en la zimografia electroforética, en la banda de la proteina se
puede apreciar un espacio no tan pigmentado el cual es denominado “zona
clara”, esta zona indica la accion de proteinas con caracteristicas proteoliticas al
impedir la pigmentacion con la solucién de tincion en el espacio donde la proteina
que hidroliza a la caseina realiz6 su accién. Una vez obtenido el gel de
poliacrilamida de la zimografia electroforética se compara con el gel obtenido en
el analisis del patrén electroforético para identificar el peso molecular en el que
se encuentra la zona clara (Sanchez, 2023). Se identifico la zona clara entre los
30y 62 de peso molecular mostrando un resultado positivo para la presencia de

proteinas con caracteristicas proteoliticas con accion en caseina presentes en
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el tallo de ortiga, los resultados obtenidos en la estimacion del peso molecular
son similares a los reportados en el trabajo de investigacion de Gonzalez (2018)
en donde se identifico la zona clara de la proteina del tallo de ortiga entre los 32
y 65 de peso molecular, estimando la presencia de 6 proteinas con

caracteristicas proteoliticas presentes.
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Figura 5. Zimografia electroforética de proteina del tallo de ortiga.

5.4 Andlisis quimico proximal del tallo de ortiga

Los tallos de ortiga recolectados fueron trasladados al laboratorio de analisis
multiples en el Instituto de Ciencias Agropecuarias para su analisis, los tallos
fueron lavados con agua destilada para eliminar impurezas y posteriormente se
realizd un corte para obtener un tamafio de alrededor de un cm de longitud, esto
para facilitar su manejo en los analisis posteriores. En la tabla 1 se muestran los

resultados del analisis quimico proximal del tallo de ortiga en porcentaje.
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5.4.1 Humedad

Para su Optimo crecimiento la ortiga requiere de suelos hiumedos y ricos en
nitrégeno, por lo tanto el contenido de humedad es una de las caracteristica
clave del tallo de esta planta (Alvarez Guaman, 2020), las muestras de ortiga
evaluadas en el estudio mostraron un contenido de humedad del 87.38 %,
superior a lo reportado por Gonzéalez-Lemus (2019), para la misma planta
ortiga con un 77.92 % de humedad y por (Alvarez-Guaman, 2020), para la
ortiga (Urtica dioica) con 77.59 % y ligeramente menor a lo reportado por
Rodriguez (2021), estos cambios en el contenido de humedad se pueden

atribuir a la variacién geografica y especie.

5.4.2 Cenizas

Las cenizas representan el contenido de minerales que tiene una planta, las
cenizas estdn compuestas principalmente por 6xido de silicio, seguido en
proporcién comparativamente pequefia por compuestos de Potasio (K),
Faosforo (P), Aluminio (Al), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y microelementos como
el hierro (Fe) y zinc (Zn), todos estos minerales son obtenidos principalmente
del suelo en el que crece la planta (Arias-Cedefio et al., 2021). Las muestras
de tallo de ortiga mostraron un contenido de 1.01 % de cenizas, un contenido
menor a lo mencionado por Gonzéalez-Lemus (2019) y Rodriguez (2021) con

porcentajes de 1.81 y 1.60 % respectivamente.

5.4.3 Proteina

En cuanto al contenido de proteinas se obtuvo un porcentaje de 2.57 %,
significativamente menor a lo reportado, ya que se han encontrado valores
entre el 6 y 8 % de contenido de proteina (Gonzalez-Lemus,2019 y Rodriguez,
2021). Las diferencias en el contenido de proteina se atribuyen a que las
muestras de ortiga analizadas fueron recolectadas en areas geograficas

distintas y en diferentes periodos del afo.
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5.4.4 Grasa

En las muestras del tallo de ortiga se encontré un contenido de grasa de 0.31
%, el contenido de grasa se puede atribuir a la presencia de algunos
metabolitos secundarios y a acidos grasos segun Lagunes-Olivares et al.
(2017) en la ortiga se han encontrado triterpenos beta-amirina, acido
oleandlico y B-sitosterol, también se ha destacado la presencia de taninos y
flavonoides, asi como la presencia de los acidos como el oleico, palmitico,

miristico y el acido estearico.

5.4.5 Fibra

La fibra se encuentra compuesta por todas aquellas sustancias organicas no
nitrogenadas, que no se disuelven tras hidrolisis sucesivas; una en medio
acido y otra en medio alcalino. El principal componente de la fibra es la
celulosa siendo un aproximado del 90% del total de la fibra y en menor
cantidad se encuentran la hemicelulosas y la lignina (Garcia-Ochoa et al.,
2008). Las muestras del tallo de ortiga mostraron un contenido de fibra de
4.88%, estos resultados son comparables a los obtenidos por Gonzalez-
Lemus (2019) y Rodriguez (2021) con porcentajes de 5.58 % y 5.50 %

respectivamente.

Tabla 1. Analisis proximal del tallo de ortiga

Parametro Tallo
% Humedad 87.38 £0.30
% Cenizas 1.01 £ 0.05
% Proteinas 2.57 £0.05
% Grasa 0.31+£0.02
% Fibra 4.88 +0.711
pH 5.39 £ 0.03

Los resultados se presentan en medias + desviacion
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5.6 Andlisis fitoquimico del extracto de tallo de ortiga

En el analisis fitoquimico del extracto de ortiga se encontraron resultados
positivos para sesquiterpenlactonas que se caracterizan por su funcion en
actividades biologicas entre las cuales destacan, la actividad citotoxica,
antioxidante, antiviral, antimicrobiana, antifingica, antiinflamatoria, analgésica y
flavonoles y también se encontraron resultados positivos para flavonoles que son
pigmentos con actividad antioxidante (Abhipriya Patra et al., 2022). Otros
estudios han mostrado presencia de flavonoides, fenoles, taninos, saponinas y
alcaloides (Akachukwu et al., 2014 y Obichi et al., 2015). Las diferencias en los
metabolitos secundarios encontrados se atribuyen a qué el extracto cuenta con
una proporcién de agua afiadida y en el caso de los otros estudios se utiliza como
muestra extracto puro de ortiga, o que nos indica que a una mayor concentracion
se podrian encontrar una mayor cantidad de metabolitos. La ausencia de
metabolitos como saponinas y alcaloides es considerada como un aspecto
positivo ya que son metabolitos relacionados con sabores amargos que son
indeseados en los productos comestibles. Los resultados de analisis fitoquimico

del extracto de ortiga se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Andlisis fitoquimico del extracto de ortiga

Metabolitos Ortiga

Alcaloides -
Insaturaciones -
Oxhidrilos Fendlicos -
Sesquiterpenlactonas +
Flavonoides +
Saponinas -
Cumarinas -
Esteroles -
Taninos -

Antocianinas -

Los resultados marcados con (+) indican presencia los resultados marcados

con (-) indican ausencia de los metabolitos.
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5.7 Andlisis del tiempo de coagulacion

En la tabla 3 se muestran los resultados de la comparacion del tiempo de
coagulacion del extracto de ortiga contra la quimosina también conocida como
cuajo. Los resultados sefialan que el tiempo de coagulacion del extracto de ortiga
es mucho menor con un tiempo aproximado de 1.17 min en comparacion con el
uso de quimosina con un tiempo de coagulaciéon de 32.61 min. Resultados
similares fueron obtenidos por Gonzéalez en 2018 en el que reporta un tiempo de

coagulacion de 2.28 min.

Tabla 3. Tiempos de coagulacién extracto de ortiga y quimosina.

Coagulante Tiempo de coagulacion (min)
Extracto 1.17+£0.18
Quimosina 32.61+£0.20

Los resultados se presentan en medias + desviacion estandar.

La quimosina tiende a formar una aglomeracion de las proteinas formando un
solo coagulo el cual se corta para liberar por completo el lactosuero, en cambio
al utilizar el extracto de ortiga como coagulante la proteina se precipita en

pequefios coagulos, esta diferencia también fue descrita por Rodriguez (2021).

Figura 6. Coagulacion con extracto de tallo de ortiga y coagulacién con quimosina.

A)Coagulacién con extracto de tallo de ortiga, B) Coagulaciéon con quimosina.
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5.8 Analisis de la calidad de la leche

En los resultados obtenidos mediante el lactoscan (tabla 4), la calidad de la leche
bovina y caprina se encontraron dentro de los rangos establecidos segun la
NOM-155-SSA1-2012, los parametros obtenidos en la leche mezcla (bovina-
caprina) muestran que no se disminuyo la calidad en la leche en comparacion
con las muestras de leche bovina y caprina, estos resultados son similares a los
descritos por Baquero-Saldarriaga y Chacon-Villalobos (2022) en donde no se
encontraron diferencias significativas en el uso de leche mezcla (bovina-caprina)

para la elaboraciéon de una leche saborizada de fresa.

Tabla 4. Analisis de calidad de la leche

Tipo de Sélidos no _ i
Grasa Sdlidos Densidad Lactosa Proteina pH
leche grasos

Vaca 4.10+0.02¢ 9.14 +0.02° 0.76 + 0.012 29.99 + 0.0824.85 + 0.012 3.31 +0.0125.98 + 0.042
Cabra 1.93+0.032 8.35+0.032 0.69 + 0.012 31.17 £ 0.12b 4,58 + 0.012 3.11+0.0125.94 + 0.062

Mezcla 3.07 £ 0.94> 9.96 + 0.04b 0.82 + 0.012 33.39+0.17> 5.30 + 0.02> 3.61+0.0126.49 + 0.01°

Los resultados se presentan en medias + desviacion estandar de tres repeticiones. Las letras

diferentes (a,b y c¢) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

5.9 Andlisis de rendimiento

En la tabla 5 se observan los resultados del andlisis de rendimiento de los
quesos, el queso elaborado con extracto de ortiga como coagulante obtuvo un
rendimiento del 13.60 % que fue mayor en comparacion con el queso elaborado
con quimosina como coagulante con un rendimiento del 10.31%. Gonzélez-
Lemus (2018) mostro también un mayor rendimiento en la elaboracion de quesos
frescos con extracto de ortiga como coagulante con rendimiento de 13.58% en
comparacion de quesos frescos elaborados con quimosina como coagulante. El
incremento en el rendimiento del queso se atribuye a una mayor retencion de
nutrientes en la cuajada en este caso principalmente de proteinas, en la tabla 5
se observa un mayor contenido de proteina en el tratamiento en el que se uso

extracto de tallo de ortiga como coagulante.
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Tabla 5. Analisis de rendimiento del queso

Coagulante Rendimiento %
Extracto 13.60 %
Quimosina 10.30 %

5.10 Andlisis quimico proximal del queso

Se elaboraron 6 tratamientos diferentes utilizando leche bovina, caprinay mezcla
al 50% (bovina-caprina) y se comparo el uso del extracto del tallo de ortiga y la
quimosina como coagulante. Los resultados de los analisis quimicos proximales

realizados a los 6 tratamientos se encuentran en la tabla 6.

Segun la NOM-121-SSA1-1994 el porcentaje de humedad en quesos
semimadurados no debe ser mayor al 45%, en los resultados obtenidos se
encontraron dos tratamientos con valores ligeramente arriba de lo establecido el
tratamiento CE con 45.18% y el tratamiento MQ con 45.28%.

El contenido de grasa en los tratamientos se observo disminuido en los
tratamientos CE y ME con un porcentaje de grasa de 23.50, la NOM-121-SSA1-
1994 indica un porcentaje de grasa minimo del 25%, la disminucién en el
contenido de grasa se puede relacionar al aumento de contenido de proteina
(Mayta-Hancco et al., 2019).

En los tratamientos en los que se usoO el extracto del tallo de ortiga como
coagulante se observo un contenido mayor de proteina en comparacion con los
guesos en los que se usé quimosina como coagulante, esto se atribuye a la
presencia de una 0 mas enzimas coagulantes contenidas en el extracto de
acuerdo a lo reportado por Chavez et al. (2017), formando precipitaciones de
proteina mas rapidas ya que hidrolizan distintos enlaces de la K caseina a
diferencia de la quimosina que solo hidroliza el enlace 105-106 Phe-Met de

acuerdo a Estrada et al. (2019).
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Tabla 6. Analisis proximal del queso.

Variable (%) CQ CE MQ ME BQ BE

Cenizas 2.58 + 0.152 2.39+0.11a 2.69 +0.27a 2.54 + 0.032 2.84 + 0.062 2.48 + 0.07a
Humedad 43.66 = 5.00a 45,18 + 4,786  45.28 + 0.33ab 42.24 +2.052  43.69 + 2.682 42.02 + 3.14a
Grasa 30.50 £ 0.70P 23.50 £0.702 3450+2.125b 23.50 £ 0.702  34.00 £ 2.12b 33.00 £ 1.41b
Proteina 17.85+1.32bc 18.58 + 2.70¢ 1198 +1.72a 15.17 £ 2.24b 13.87 + 3.62 16.25 + 2.33p
Cloruros 4.40 +£0.07a 4.35+0.07a 4.55 +0.07a 455 +0.14a 4.60 £ 0.21a 4.25 + 0.00a

Los resultados se presentan en medias * desviacién estandar. Las letras diferentes (a, b y ) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

Tratamientos: CQ Leche caprina-quimosina, CE Leche caprina-extracto de tallo de ortiga, MQ Leche mezcla-quimosina, ME Leche mezcla-extracto de tallo de

ortiga, BQ Leche bovina-quimosina y BE Leche bovina-extracto de tallo de ortiga.
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5.11 Andlisis del perfil de textura del queso

En cuanto al perfil de textura (tabla 7) obtenido se muestra que los quesos
semimadurados elaborados con extracto de ortiga tienen una menor dureza y lo
gue hace que sean considerados mas blandos que los quesos semimadurados
elaborados con cuajo, resultados similares fueron reportados por en los que
menciona que los quesos elaborados con coagulantes vegetales tienden a ser
mas suaves y cremosos (Martinez-Ruiz et al., 2008).

Otros quesos elaborados con coagulantes vegetales han mostrado
comportamientos similares en los que se muestran cortezas firmes con un
interior suave en quesos madurados esto se atribuye a que a medida que el
contenido de grasa disminuye la concentracién de proteinas aumenta y se

obtienen quesos mas firmes, duros, secos y granulosos (Banks et al., 2007).
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Tabla 7. Analisis de textura de los quesos elaborados.

Variable CQ CE MQ ME BQ BE

Dureza (N) 16.72+1.72b 11.06 +3.53a 12.50+3.04a 9.89 + 4.43a 10.27+2.332 19.82 + 18.96 a
Adhesividad (mJ) -0.33 £0.21a -0.99 £1.03b -0.14 +0.07a -0.39 £ 0.28a -0.83 £ 0.28p -1.30 £ 2.23p
Resilencia 0.26 £ 0.03v 0.10 + 0.032 0.23 £ 0.02° 0.11 £ 0.01a 0.26 + 0.02° 0.21 £0.07°
Cohesion 0.51 + 0.04b 0.27 +0.072 0.47 £ 0.02b 0.30 £ 0.04a 0.51 + 0.03p 0.39 + 0.06ab
Elasticidad 0.68 £ 0.05a 0.55+ 0.10¢2 0.67 £ 0.062 0.63 + 0.15a 0.75 £ 0.05a 1.50 + 0.86°
Masticabilidad (N) 5.83+0.81a 1.94 + 1.302 4.07 £1.25a 2.10 + 1.54a 3.96 + 1.05a 9.80 + 23.25b

Los resultados se presentan en medias * desviacion estandar. Las letras diferentes (a, b y ¢) indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos.

Tratamientos: CQ Leche caprina-quimosina, CE Leche caprina-extracto de tallo de ortiga, MQ Leche mezcla-quimosina, ME Leche mezcla-extracto de tallo de

ortiga, BQ Leche bovina-quimosina y BE Leche bovina-extracto de tallo de ortiga.
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5.12 Andlisis del perfil de acidos grasos del queso

La lipdlisis es uno de los principales cambios bioquimicos que se producen
durante la maduracién del queso. Los acidos grasos libres liberados durante la
lipdlisis contribuyen, junto con los compuestos volatiles y los productos de la
protedlisis, directamente al sabor del queso (Marilley et al., 2004). Los analisis
del perfil de acidos grasos de los tratamientos de queso elaborados mediante
cromatografia de gases indican presencia de acidos grasos del C8:0-C18:2 en
todos los tratamientos elaborados los cuales son caracteristicos de quesos
semimadurados (Mayta-Hancco, 2019), sin embargo, se observa una actividad
lipolitica menor en los tratamientos en los que se utilizé extracto de tallo de ortiga

como coagulante.

En las figuras 7,8 y 9 se observa la presencia de los mismos picos en la
comparacion de los tratamientos, pero el contenido es menor, mostrado en picos
mas pequefios, esto puede indicar menor presencia de agentes lipoliticos en los
tratamientos elaborados con extracto de tallo de ortiga como coagulante. Esto
puede deberse a la mayor actividad lipolitica de la quimosina utilizada, ya que la
guimosina es uno de los principales agentes lipoliticos en la maduracion del
queso (Collins, 2003). Resultados similares fueron obtenidos por Glaoui et al.
(2013) en donde se comparo el perfil de acidos grasos en la elaboracion de 3
qguesos utilizando diferentes coagulantes, en el que el queso elaborado con

guimosina como coagulante tuvo una mayor actividad lipolitica.
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Figura 7. Perfil de acidos grasos de quesos elaborados con leche caprina.
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CQ) Muestra de queso elaborado con quimosina como coagulante. CE) Muestra de queso con

extracto de ortiga como coagulante.
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Figura 8. Perfil de acidos grasos de quesos elaborados con leche bovina.
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BQ) Muestra de queso elaborado con quimosina como coagulante. BE) Muestra de queso con

extracto de ortiga como coagulante.
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Figura 9. Perfil de &cidos grasos de quesos elaborados con leche mezcla (bovina-caprina).

MQ) Muestra de queso elaborado con quimosina como coagulante. ME) Muestra de queso con

extracto de ortiga como coagulante.
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6 Conclusiones

-Las muestras de planta recolectada fueron identificadas por el herbario de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo HGOM como la especie
Cnidoscolus multilobus perteneciente a la familia Euphorbiaceae.

-El contenido mayor de proteinas en el tallo de ortiga se encuentran entre el
rango de 23 a 37 kDa y se observo actividad proteolitica entre el rango de 30 a
62 kDa.

-El extracto de tallo de ortiga contiene flavonoides y sesquiterpenlactonas,
metabolitos secundarios con actividad antioxidante que le pueden conferir

propiedades nutricionales adicionales.

-El tiempo de coagulacién del extracto de tallo de ortiga es menor en
comparaciéon con la quimosina, el coagulante comercial mas utilizado

actualmente por la industria quesera.

-El uso de leche mezcla (bovina-caprina) no mostré interferencia en la calidad de
la leche, ni en el queso elaborado.

-Los tratamientos en los que se utilizo extracto de tallo de ortiga como coagulante
mostraron un mayor contenido de proteina y un mayor rendimiento en

comparacion con los tratamientos elaborados con quimosina como coagulante.

-La textura de los tratamientos en los que se utilizé extracto de tallo de ortiga
como coagulante fue mas suave, en comparacion con los tratamientos

elaborados con quimosina los cuales tuvieron una textura mas firme.

-El perfil de acidos grasos en los tratamientos en los que se utilizé quimosina
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como coagulante mostré una mayor actividad lipolitica en comparacién con los
tratamientos en los que se utilizo el extracto de tallo de ortiga como coagulante,
favoreciendo la textura y el sabor de los quesos.

Como perspectivas para investigaciones futuras se podria continuar con el
andlisis y la identificacion de la o las enzimas que contiene el extracto del tallo
de ortiga para complementar la informacion de su funcionamiento como

coagulante vegetal en la elaboracién de queso.
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Instuto de Clencias Basicas & Ingeniesia
Area Académica ce Biologia

Mineral de I3 Reforma, Hgo., 29 de mayo del 2023,

Dra. Aurora Quintero Lira/ LN Margarita I. Esteves Vargas
Maestria en Clencias de los Alimentos.

Por medio de la presente, con base en su soficitud (29/03/2023), el material e imagenes
proporcionadas, hacemaos constar la identificacion de Ias muestras de Ortiga
correspondiente al proyecto de la Maestria de Ciencias de los Alimentos titulade
“"Comparacidn de quesos elaborados con leche bovina, caprina y mezcla utilizando
extractos de Ortiga como coagulante”, mismo que desarrolla fa alumna de posgrado
Margarita I, Esteves Vargas bajo la direccién de la Dra, Aurora Quintero Lira,

A través de revisiones de descripciones y claves botanicas y la experiencia del personal del
Herbario HGOM, podemos afirmar que la muestra (1 voucher) corresponde a:

Cridascolus Euphordiaceas Margaeita Huachinango,
multiiotus (Pax) Esteves £do. Pusbla
.M Johnst Veargasal

Se recibe el material correspondiente a la muestra M. Esteves Vargas 7 1 (hojas), junto
con la informacion de la etiqueta y herborizado para ser depositado como material del
herbario HGOM. Se expide esta constancia para los fines que a las interesadas convenga,
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