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Resumen

En el presente trabajo se exploran los diferentes tiempos de coagulacion y rendimiento
guesero en elaboracion de quesos de ovejas. Teniendo en cuenta distintos factores, grasa,
proteinas, pH. Con el objetivo de resumir todos los aspectos.
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Summary

In the present work, the different coagulation times and cheese yield are explored in the
elaboration of sheep cheeses. Taking into account different factors, fat, proteins, pH. In
order to summarize all aspects.
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La kappa caseina (CSN3), una fosfoproteina, es fundamental para la formaciéon y
estabilizacién de las micelas lipidicas de la leche. La digestién de esta proteina es
necesaria para la formacion del coagulo en la fabricacién del queso, ya que la misma
provoca la precipitacion de las micelas. Al no ser sensible al calcio (Ca+2), cuando se
agrega quimosina actta sobre ésta, fraccionandola en dos partes, la hidréfila y la hidrofoba.
Esta ultima unida a la micela, al perderse su fraccion hidréfila, ya no cumple la funcion de
estabilizacion de las micelas, precipitando las demas caseinas (Thompson y col., 2009).
CSNa3 tiene una estructura y propiedades caracteristicas que determinan sus interacciones
y su funcionalidad: 1.- Interacciona con las caseinas sensibles al calcio Ca+2 para formar
las micelas; 2.- Presenta estructura anfipatica como se mencioné antes; 3.- Presenta una
secuencia especifica donde actla la quimosina para la protedlisis limitada, lo que permite
la eliminacion selectiva del dominio polar, comenzando la coagulacion de las micelas
(Ferrandini y col., 2006). Lo que mejor se adapta a estos requisitos es una capa superficial
de CSN3, lo que también satisface la observacion de que el contenido de CSN3 es
inversamente proporcional al tamario de la micela (Horne, 2006; Dalgleish y col., 1989). Al
ser una micela de tamafio pequefio, permite una disposicibn mas compacta de las micelas
sensibilizadas y por lo tanto mas enlaces intermicelares cuando se forman en una red
(Walsh y col., 1998; Horne, 2006; Walstra y col., 1986). El tamafio de las micelas en ovejas
tiene un diametro mediano, de 193 nm a 202 nm, comparado con las de otros rumiantes
(Park y col., 2007; Brulé y coll., 2000). El diametro de las micelas es una de las
propiedades fisicoquimicas que afectan la elaboracién de quesos, junto con el pH. Bencini
(2002), demostré en ovejas que el tiempo de coagulacion decrece de 17 a 7 minutos
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cuando el pH desciende de 6,65 a 6,16. Este parametro marca una diferencia en la
velocidad del tiempo de coagulacién, jugando un papel importante (Bittante y col., 2012;
Kibarsepp y col., 2005). Pugliese y col. (2000) durante un afio tuvo moderadas variaciones
en el pH de leche de ovejas Massese, pero tuvo altas variaciones en todos los pardmetros
de la cuajada (CV 50%), él se lo atribuye al alimento, al clima, como asi también. a factores
grupales o individuales (orden y etapa de lactancia), lactancias de primavera u otofio.
Ademas, la proporcién de calcio por caseina, dado que la presencia de iones de Ca+2 es
indispensable para la floculacién de las micelas de caseinas modificadas por la accion de
la quimosina. La temperatura de tratamiento a la que se someta la leche es otro factor. Se
observé que cuando la temperatura se acerca a 38°C (comparado con 30°y 34°C) se
acorta el tiempo de coagulacién y no es afectada la consistencia del cuajo. Esto es logico
esperar debido a que el cuajo tiene una actividad maxima cuando la temperatura se
aproxima a la temperatura corporal de los corderos. Las distintas concentraciones de
minerales en la leche causan diferencias en el tiempo de coagulacion y rendimiento de la
cuajada. La concentracion del contenido de éstos, depende de la raza, la dieta, el individuo,
el estado de lactacién y su estado de salud (Park y col., 2007). Por ejemplo, Sevi y col.
(2004) demostr6 que el contenido de Ca+2 en leche permanece constante durante la
lactancia en ovejas Comisana que tuvieron partos de otofio, pero aquellas que lo tuvieron
en invierno, tuvieron una reduccion significativa sobre todo en la lactancia tardia. Lo mismo
ocurrié con el contenido de fosforo de la leche.

Todas estas variables fisico quimicas estan correlacionadas con las variables de
coagulacién, como asi también, con su composicién. Pellegrini y col. (1994) demostr6 un
aumento en la firmeza de la cuajada durante la lactancia asociada con el aumento de
proteinas y grasas, adjudicando esto a que durante la lactancia aumenta el contenido de
grasa y proteina (Pugliese y col., 2000), mientras que la tasa de endurecimiento del cuajo
disminuye. Este incremento, se puede explicar, en parte, por la disminucién en el
rendimiento de leche que normalmente ocurre durante la curva de lactancia (Carta y col.,
1995). La evolucion de la lactosa difiere del comportamiento de las grasas, las proteinas y
las caseinas (Pellegrini y col., 1994; Pugliese y col., 2000), observandose una disminucion
de la lactosa en la leche con el avance de la lactancia. En tanto, Jaramillo y col. (2008)
atribuyeron una mayor resistencia de la cuajada con un mayor contenido de proteina total
en leche. Por otro lado, Kiibarsepp y col. (2005) sefialan una correlacion positiva entre el
aumento de la materia grasa y la disminucion del tiempo de coagulacion. Esto puede
deberse a que el contenido de grasa afecta el pH (Duranti y col., 2016), como se mencioné
anteriormente, y a menor pH decrece el tiempo de coagulacion. Con el avance de la
lactancia, la aptitud de la leche para la elaboracion del queso disminuye debido a cambios
en su composicién (Jaramillo y col., 2008), a la actividad de las células somaticas y a una
enzima proteasa llamada plasmina (Sevi y col., 2004).

Segun Dalgleish y col. (1989) las micelas de diferentes tamafio tienen diferentes
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contenidos de CSN3, por lo que se observan diferentes comportamientos de coagulacion.
El inicio de la coagulacion es lento para micelas de tamafio grande y pequefio, pero es
rapido para micelas de tamafio mediano. En tanto que Tornadijo y col. (1998) sostienen
gue la cuajada obtenida de leche con micelas grandes de caseinas otorgan un gel mas
firme y de rapido desuerado. El tiempo de coagulacion es el tiempo que transcurre desde la
aplicacion de la quimosina hasta la aparicion de los primeros "copos" que se unen
formando un gel que de a poco va adquiriendo dureza (Tornadijo y col., 1998). La
evaluacién de las propiedades de la coagulacién de la leche es importante para la
fabricacidn del queso. Se dice que una leche tiene buena aptitud para la coagulacion
cuando coagula rapidamente en presencia de la enzima, tiene un desuerado corto y forma
una cuajada firme, dando lugar a un buen queso. La reactividad de la leche con el cuajo,
tasa de formacién de la cuajada y la resistencia de la cuajada, tienen un efecto positivo en
todo el proceso de elaboracion del queso y posterior maduracion (Tornadijo y col., 1998).
La repetibilidad del tiempo de coagulacion es alta, por lo tanto también lo podria ser su
heredabilidad, con lo cual la mejora del tiempo de coagulacion podria realizarse por
seleccion (Bittante y col., 2012). Puledda y col. (2016) encuentran una alta heredabilidad
para el tiempo de coagulacion en ovejas Sarda (0,23), donde concluye que se puede lograr
un progreso genético breve en el tiempo.

Las variantes genéticas (especialmente de CSN3), influyen fuertemente en el tiempo de
coagulacion y en el comportamiento tecnolégico de la leche (Amigo y col., 2000). Se han
encontrado dos variantes del andlisis de las proteinas para CSN3 (Alais and Jolles, 1967,
Soulier y col., 1974) y 3 variantes genéticas con digestion (RFLP) (Gregorio y col., 1991).
Mas recientemente Ceriotti y col. (2004) encontré un polimorfismo de un soélo nucledétido
(SNP) en la posicién 237, y Feligini y col. (2005) localizé un SNP en la posicion 443 del
ARNmM. Se ha demostrado que ciertas variantes de CSN3 tienen un efecto favorable sobre
las propiedades de la cuajada. Caravaca y col. (2011) encuentran en cabras
Murciano-Granadina que el genotipo de CSN3 se asocia exclusivamente con el tiempo de
coagulacioén, teniendo un menor tiempo de coagulacién aquellos animales que portaban el
genotipo AB 11,22 min comparado con BB 13,43 min. Pazzola y col. (2014) demostro el
mismo efecto del genotipo en cabras de raza Sarda, donde la CSN3 influy6 en las variables
de la coagulacién. Animales con genotipo BB tuvieron un retardo en el tiempo de
coagulacion, siendo la leche de estos las mas bajas en pH. Por otro lado, los homocigotas
AA fueron los de mayor firmeza de cuajo. Por otro lado, Kiibarsepp y col. (2005)
encuentran en vacas que el genotipo BB fue significativamente mejor que AA para los
parametros de coagulacion. De todas maneras debe observarse que el conjunto de
mutaciones gue caracterizan las variantes Ay B en cabras y en vacas son completamente
diferentes entre ellas, y diferentes de las variantes de CSN3 de ovejas. El gen CSN3
caprino comprende 5 exones con la region codificante para la proteina madura contenido
en los exones 3y 4. Segun Yahyaoui y col. (2003), que realizé la tipificacion del gen por
amplificacién del exén 3 (469bp) y 4 (645 bp), obtuvo los alelos A, By C, y en el andlisis de
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secuencia del exén 3 encontré un SNP (A> G) en la posicidén 27. Por otra parte, para la
genotipificacién del gen de CSN3 en bovinos, se puede utilizar PCR-RFLP. Segun
Alexander y col. (1988), amplificando un fragmento de 530 bp se puede identificar las dos
variantes mayoritarias (A y B) de este gen, en donde la variante A tiene Thr en la posicion
136 y Asp en la posicién 148 de la proteina madura, mientras que la variante B tiene
residuos de lle y Ala en las respectivas posiciones.

Bittante y col. (2012) clasificaron los factores genéticos que afectan el tiempo de
coagulacion. La raza se encuentra en primer lugar, y las condiciones ambientales generan
gran variacion, en particular el calor juega un rol importante (Peanay col., 2007), ya que el
estrés caldrico hace que los animales reaccionen con una sucesién de respuestas
fisiolégicas y endocrinas que tienen efecto directo en el rendimiento y composicion de la
leche. A su vez, no hay ingesta de alimento, por lo que se reducen los nutrientes
disponibles para la glandula mamaria. Esto conlleva a desmejorar las caracteristicas de la
cuajada y del queso. Peana y col. (2007) encontré caidas significativas en el rendimiento
de la leche hasta un 15% (aproximadamente 0,30 kg/dia/ cabeza) cuando las temperaturas
méaxima y media fueron superiores a 21-24°C y 15-21°C, respectivamente. Asimismo, la
humedad relativa del aire, influye positivamente en el rendimiento, mostrando un aumento
de hasta 10% (0,18M/dia /cabeza) cuando esta era superior al 45-55%. Entre los factores,
se encuentra la estructura de los genes que codifican las proteinas de la leche, y los
efectos de sus variantes genéticas en el proceso de elaboracion de queso. Los genes
mayores de las proteinas de la leche, son otro factor muy importante. En este sentido, se
han realizado muchos estudios para identificar rasgos genéticos asociados a produccion de
leche, para realizar seleccién asistida por marcadores (MAS) (Georges y col., 1995). Se
debe a su vez considerar el efecto poligénico aditivo.

El efecto del genotipo de CSN3 ha resultado significativo para el tiempo de coagulacion
(Pazzolay col., 2014; Duranti y col., 2016; Maioli y col., 2007; Kubarsepp y col., 2005). Muy
pocos estudios se han llevado a cabo sobre las propiedades de coagulacién en pequefios
rumiantes, especialmente en ovinos (Puledda y col., 2016). En general, los reportes sobre
este tema estan basados en el polimorfismo de CSN3, debido a que ésta juega un papel
clave, es la responsable de la estructura primaria de la cuajada del queso, la coagulacion
afectaria la composicion del queso, la textura y la reologia (Selvaggi y col., 2014).

El comportamiento coagulante de la leche esta fuertemente influenciado por los factores
climaticos y nutricionales, como ya se mencionara, ademas esté relacionado con el tipo de
lactacién y la época de paricion a las que esta sujeto el animal. Pugliese y col. (2000)
demostraron en ovejas Massese que lactancias cortas iniciadas en primavera tienen menor
tiempo de coagulacion (2,55 min) comparadas con lactancias cortas y largas iniciadas en
otofio (3,83 min y 8,86 min, respectivamente). Segun Sevi y col. (2004), los parametros de
la cuajada son afectados por la época de parto y la etapa de la lactancia, obteniendo
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mejores resultados con las pariciones de otofio comparadas con las de invierno. A su vez,
también influyen el nimero y el estado de lactancia (Pazzola y col., 2014). La aptitud para
la elaboracion de queso mejora después de la cuarta lactancia (Pugliese y col., 2000;
Kuchtik y col., 2008) a diferencia de la demostrado por Novotna y col. (2009); Jaramillo y
col. (2008); y Pellegrini y col. (1997) quienes reportaron que la mejor cuajada se encuentra
en la segunda paricién, y luego comienza a declinar pero sin causar efecto en las
propiedades de coagulacion. Teniendo en cuenta los dias en lactancia, los tiempos mas
largo de coagulacién fueron entre el dia 33 y 67 en lactancia y los mas cortos hacia la
mitad de la lactacion en Frisona del Este (East Friesian), en lactancias de 191 dias (Kuchtik
y col., 2008). El motivo por el cual seria mas extenso, es porque al comienzo de la
lactancia el contenido de sélidos totales, proteina y grasa es bajo en comparacion con la
mitad y el fin de la misma (Pavi? y col., 2002; Pugliese y col., 2000).

Con respecto al tiempo de coagulacién y rendimiento quesero, en ovejas raza Massese,
Martini y col. (2008) obtuvo un tiempo de coagulacién de 12,83 (5,03) minutos, mientras
gue el rendimiento fue de 20,11% (2,81). En razas Manchega y Lacaune (Abdelgawad y col
., 2016), donde se evalud las propiedades de la coagulacién para elaboracion de quesos de
leche proveniente de ovejas con MSC (Lacaune) y sin MSC (Manchega y Lacaune), los
valores del tiempo de coagulacién para las ovejas sin MSC fueron de 10,8 minutos y 9,90
minutos, respectivamente. Mientras que aquellas leches con MSC tuvieron un mayor
tiempo de coagulacion (25,2 minutos), debido a que la integridad de las micelas de
caseinas se encuentra comprometida llevando a un gel deficiente. Abdelgawad y col.
(2016) indicaron que la lactosa es un factor clave balanceando los cambios osmoticos entre
la sangre y la leche de la ubre, ya que en animales infectados con MSC hay una
disminucion de la lactosa que equilibra el efecto osmético del aumento del contenido
mineral. Las leches provenientes de animales con MSC tienen una lenta coagulacion, como
consecuencia de una la disminucion de la concentracion del Ca+2, fosforo y potasio. Si
incrementamos la concentracion de Ca+2 inducimos a un tiempo de coagulacién corto.
Tanto el tiempo de coagulacion de la leche, como el que tarda la cuajada en adquirir
firmeza, aumentan de forma significativa con los RCS (Raynal-Ljutovac y col., 2007). En
general, es deseable minimizar el tiempo de coagulacién, porque de esta manera se
reduce el tiempo de procesamiento requerido para la elaboracion de queso. En ovejas
Sarda (Puledda y col., 2016), el tiempo de coagulacion hallado fue de 15,18 (4,29) minutos,
y el rendimiento fue de 36,24% (9,33). Novotna y col. (2009) investigaron, segun el estado
de lactacion y el parto, el rendimiento lechero, composicion y propiedades de la leche de
oveja en 10 cruzas de ovejas criadas en granjas organicas, La media segun el estado de
lactacién y paricién fue de 3,36 (0,88) minutos de tiempo de coagulacion.

En la raza Pampinta, se tratd de estimar la asociacidn entre el genotipo del gen de CSN3y
el tiempo de coagulacion y rendimiento quesero. La probabilidad de encontrar ovejas de los
tres genotipos fue muy baja. La prueba se realiz6 dos afios consecutivos, pero no se
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obtuvo un numero suficiente de animales de dos de los genotipos como para realizar las
comparaciones. El genotipo mas frecuente para CSN3 en Pampinta fue el CC (el SNP C>T
posicion 443, acceso GenBank: X51822; (Feligini y col., 2005), mediante
pirosecuenciacion; y el SNP T>C posicién 237, GenBank X51822 (Ceriotti y col., 2004));
encontrando en muy baja frecuencia el TC. No hubo diferencias entre los genotipos con
respecto al tiempo de coagulacién, pero si se encontraron diferencias en el rendimiento
guesero a nivel tedrico, obteniendo mejores rendimientos el genotipo TC. Trabajando con
un bajo nimero de animales, los valores obtenidos, sin embargo, estuvieron dentro de los
reportados para otras razas de ovejas lecheras. Los valores estuvieron cercanos a los
minimos de los rangos reportados en otras razas, posiblemente por las diferencias de
manejo que existen. Es dificil comparar resultados en cuanto a las propiedades de
coagulacion de la leche, ya que las condiciones de operacion (temperatura, cantidad y
calidad del cuajo, equipamiento) no son necesariamente idénticas.

Algunas investigaciones han contribuido a la comprension de las propiedades de cuajo de
razas de ovejas lechera, especialmente en paises mediterrdneos. Sin embargo las
propiedades tecnoldgicas de muchas razas no se han estudiado. Teniendo en cuenta que
la mayoria de los programas de mejoramiento se basan Unicamente en los caracteres
cuantitativos (litros de leche) y cualitativos (contenido de grasa y proteinas) de la leche
(Ugarte y col., 2001) y no en su desempefio en la elaboracion de quesos. Como la leche de
oveja se destina casi en su totalidad a la elaboracién de quesos, la estimacion de los
rasgos de coagulacion pueden permitir un marco futuro de seleccién para tales rasgos
(Puledda y col., 2016).
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