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1. INTRODUCCION

En la industria quesera, se utilizan enzimas coagulantes de diferentes origenes
tales como animal, microbiano y genético, las cuales pueden encontrarse en
forma liquida, en pasta o en polvo, pero también se han utilizado extractos
vegetales que contienen enzimas proteoliticas obtenidas de la trituracion o

pulverizacion de los pistilos de la flor de varias especies de cardo silvestre.

Las enzimas de origen vegetal tienen como desventaja que presentan una
actividad proteolitica intensa en relacion a su actividad coagulante. Por este
motivo, se ha mencionado que se producen problemas en la elaboracion de
qgueso, debido a que los productos presentan defectos de textura y a veces un
amargor pronunciado. Asi, el uso de las enzimas vegetales a nivel comercial es
limitado y generalmente se utilizan en la elaboracion artesanal de determinados

tipos de quesos, en paises como Espafna y Portugal.

Estudios preliminares de extraccién de proteasas de las hojas de este maqui
han dado resultados menores de actividad coagulante y se postula que al
concentrar los extractos por ultrafiltracion, la actividad coagulante de las

enzimas deberia mejorar.

En la presente investigacion se plantea la siguiente hipétesis: el extracto
enzimatico de maqui (Aristotelia chilensis Mol.) ultrafiltrado, presentara una

actividad coagulante de la leche similar al cuajo estandar.



Objetivo general: Concentrar el extracto enzimatico de hojas de maqui
(Aristotelia chilensis Mol.) por ultrafiltracion y determinar su actividad coagulante

y estabilidad en el tiempo.

Objetivos especificos:

- Concentrar la enzima por ultrafiltracién para incrementar su actividad.

- Caracterizar el extracto concentrado por ultrafiltracion segun pH y
temperatura 6ptima de actividad coagulante.

- Determinar el contenido proteico de los extractos concentrados en
comparacion al cuajo estandar.

- Comparar fuerza del cuajo, tiempo de coagulacién, fuerza del gel y
sinéresis de la cuajada del extracto enzimatico vegetal con respecto al
cuajo estandar.

- Determinar el peso molecular de las proteinas de la preparacion
enzimatica por medio de electroforesis discontinua en geles PAA-SDS.

- Determinar la estabilidad del extracto enzimético durante 3 meses,

midiendo fuerza del cuajo y recuento bacteriano de las preparaciones.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes generales del maqui

El maqui (Aristotelia chilensis Mol.) es un arbol que pertenece a la familia de las
Eleocarpaceas. Esta familia consta de 10 géneros y alrededor de 400 especies,
distribuidas en las regiones tropicales, subtropicales y templadas del mundo
(con excepcion del continente africano). En Chile se encuentran 2 géneros
(Aristotelia y Crinodendron) con tres especies, siendo el mas abundante el
maqui, el cual se encuentra ubicado en la zona central y sur del pais y en el
suroeste de Argentina, donde se conoce con el nombre de koelon
( HOFFMANN, 1997).

En la FIGURA 1, se presenta el arbusto del maqui (Aristotelia chilensis Mol.).

FIGURA 1. Arbol, hojas y fruto del Maqui (Aristotelia chilensis Mol.).
FUENTE: HOFFMAN (1997).



2.1.1 Morfologia de la planta. La familia de las Eleocarpaceas presenta

arboles de hojas enteras, alternas u opuestas, con estipulas (MATTHEI, 1995).

La morfologia del maqui corresponde a un arbusto de 4 a 5 metros de altura, de
tronco dividido en ramas delgadas y flexibles, cuya corteza es lisa y clara,
blanda y desprendible facilmente en tiras. Es una especie dioica, con flores
femeninas y masculinas en plantas distintas. Las flores unisexuales forman
umbelas de 2 a 3 unidades que nacen de las axilas de las hojas donde cada
flor est4 provista de 5 sépalos lanceolados, algo pilosos, encontrandose en
forma alterna a éstas los pétalos amarillentos, que son mas largos que los
sépalos y de forma ovalada (HOFFMANN, 1997).

El mismo autor, sefiala que las flores son hermafroditas o unisexuales con el
sexo atrofiado, las flores femeninas tienen un ovario grueso, verdoso, que
sostiene un estigma dividido en 3 partes y sus estambres estan reducidos a
estaminodios, mientras que las flores masculinas, de conformacion muy similar
a la femenina estan provistas de un pistilo rudimentario rodeado de gran

cantidad de estambres fértiles.

2.1.2 Distribucion geografica. EI maqui es una especie endémica de los
bosques subantarticos y prospera en la zona comprendida entre los paralelos
31 y 40, lo que corresponde a la zona entre lllapel y Chiloé (CHILE,
MINISTERIO DE VIVIENDA Y URBANISMO, 2005).

El mismo autor, sostiene que esta planta se distribuye desde el Rio Limari (IV
region) hasta la provincia de Aysén (XI region), tanto en el valle central como en
ambas cordilleras, desde cerca del nivel del mar hasta los 2500 metros sobre el

nivel de éste. También se le encuentra en el Archipiélago de Juan Fernandez.



2.1.3 Habitat natural. Esta especie se desarrolla en lugares humedos que
posean luz, pero ademas se puede encontrar en las laderas de los cerros y
bordes de bosques (HOFFMANN, 1997).

El mismo autor, sefiala que en el Archipiélago de Juan Fernandez crece
formando extensos matorrales en los valles y penetrando en el bosque para asi

alcanzar alturas considerables.

2.1.4 Usos de la planta. ElI maqui se utiliza principalmente en medicina
popular, su fruto sirve para curar diarreas cronicas y disenteria, sus hojas
frescas en infusién se utilizan para las enfermedades de la garganta, tumores
intestinales, fiebre y las hojas secas y en polvo son usadas para curar heridas y
cicatrices (CHILE, MINISTERIO DE VIVIENDA Y URBANISMO, 2005).

Seguin MONTENEGRO (2000), la madera es muy blanda por lo que no
presenta aplicaciones técnicas de importancia; sin embargo, es utilizada en

artesania popular y en la fabricacién de varas, molduras, entre otros.

Por su parte HOFFMANN (1997), agrega que esta planta es muy conocida en
la zona central y sur del pais, por el consumo del fruto y el uso de éste en la

preparacion de una bebida alcohdlica.

El mismo autor, sefala que los principios activos que han sido aislados de sus
hojas y tallos son alcaloides y taninos, los cuales otorgan al maqui las
propiedades medicinales que posee, principalmente antiinflamatorias,

antiespasmadicas y cicatrizantes.



2.2 Enzimas coagulantes

Las enzimas coagulantes utilizadas en la industria quesera pueden tener un

origen animal, vegetal, microbiano y genético (VALBUENA, 2003). En el

CUADRO 1 se sefialan las principales enzimas coagulantes utilizadas en

queseria.

CUADRO 1. Fuente de enzimas coagulantes.

Origen Fuente Componente enzimatico
activo
Animal Estomago bovino Quimosina A y B,
Pepsina (A) y Gastricina.
Estdmago ovino Quimosina y Pepsina.
Estébmago caprino Quimosina y Pepsina.
Estébmago porcino Pepsina A, B y
Gastricina.
Vegetal Cynara cardunculus Cyprosina 1, 2 y 3 ylo
Cardosina Ay B.
Microbiano Mucor miehei Proteasa aspértica de
Mucor miehei.
Mucor pusillus Proteasa aspartica de
Mucor pusillus.
Endothia parasitica Proteasa aspartica de
Endothia parasitica.
Genéticos Aspergillus niger Quimosina B
Kluyveromices lactis Quimosina B

FUENTE: VALBUENA (2003).

Las preparaciones enzimaticas deben cumplir ciertos requerimientos para ser

utilizadas en la elaboracion de quesos, entre los mas importantes se encuentran




no causar reducciones en el rendimiento del queso y no ser téxicos (RAMIREZ,
2003).

2.2.1 Enzimas de origen animal. Estas enzimas son secretadas por la mucosa
gastrica del cuarto estomago (cuajar) de los terneros (también cabritos y
corderos) (AMIOT, 1991).

Segun ALAIS (1985), se han identificado tres tipos de enzimas gastricas de
importancia para la industria quesera, estas son: quimosina, pepsina y
gastricsina. EI mismo autor, sefiala que la quimosina predomina en el estbmago
de los rumiantes jovenes no destetados, mientras que la pepsina predomina en
los rumiantes destetados y es casi Unica en los bévidos. En cuanto a la

gastricsina, sostiene que es una enzima menor con cualidades intermedias.

La molécula de quimosina bovina esta formada por 323 aminoacidos y es
segregada en forma de zimdgeno inactivo, la proquimosina, de peso molecular
aproximado 35.600 dalton, que se activa mediante protedlisis limitada y por la
liberacion de cuarenta y dos residuos a partir del extremo amino terminal del
zimoégeno (BELITZ y GROSH, 1997).

La pepsina, por su parte, se encuentra presente en forma natural en todos los
preparados de cuajo animal. Es sintetizada en forma de un precursor, el
pepsindgeno, el cual por medio de una reaccion autocatalitica sufre la pérdida
de la porcion aminoterminal que contiene todos los residuos béasicos (ALAIS,
1985).

En la FIGURA 2, se presenta las caracteristicas de las enzimas coagulantes de

origen animal.



QUIMOSINA PEPSINA BOVINA
Isoenzimas ’é‘ gg?gﬁog 1 (5%)
0 0
C (1%) Il (95%)
Tipo Endopeptidasa Endopeptidasa
holoproteina holoproteina
Peso molecular 35.600 33.400
Hi = 4,65 -
pH de estabilidad P pHi =2,0
5,2-6,(1.\/ 2,0-2,2 3,5-6,0y2,0-2,6
Actividad maxima pH=5,5 pH=25
40 - 42°C 40 - 42°C

FIGURA 2. Caracteristicas de enzimas coagulantes de origen animal.
FUENTE: RAMIREZ (2003).

La quimosina A y B de origen animal, son enzimas separables por
cromatografia en columna, que se distinguen por su actividad especifica. La
quimosina A es mas activa que la quimosina B de la que sélo se distingue por
una sustitucion Asp/Gli en la posicibn 290 de su cadena peptidica;



probablemente son dos variantes genéticas, aunque la forma B es siempre

predominante. La tercera forma C es un componente menor (ALAIS, 1985).

Por su parte, la pepsina es la enzima mas parecida a la quimosina, pero tiene
una actividad proteolitica no especifica y mucho mayor en relacion a la actividad

coagulante de la quimosina (ZHANG et al., 2005).

El mismo autor, sefiala que cuando se habla de pepsina bovina, sin otra
precision, se trata de la pepsina Il o A. La pepsina bovina | o B es minoritaria,
en los extractos de cuajares de boévidos adultos puede representar hasta el 15%

de la actividad coagulante total.

AMIOT (1991), sostiene que las pepsinas A y B de origen animal se distinguen
por la velocidad de inactivacion en presencia de urea, pero no se dispone de un
medio facil para determinar su proporciéon. Cuando se eleva el pH, estas
enzimas son inactivadas progresivamente pero no en las mismas condiciones.

La pepsina bovina Il es estable a un pH mas elevado que la pepsina de cerdo.

Las pepsinas contienen fosforo en su estructura, mientras que la quimosina
carece de él, lo cual le da el polimorfismo a las pepsinas. Se pueden encontrar

de 1 a 3 atomos de fésforo en la pepsina ll y de 0 a 2 en la pepsina I.

2.2.2 Enzimas de origen vegetal. Las enzimas vegetales, son obtenidas por la
trituracion o pulverizacion de los pistilos de la flor de varias especies de cardo
silvestre, principalmente Cynara cardunculus y Cynara humilis siendo la primera
la méas utilizada (RAMIREZ, 2003).

El extracto de muchas especies vegetales produce coagulacion de la leche,

pero las enzimas que se extraen tienen una actividad proteolitica bastante



10

intensa en relacion a su actividad coagulante (ORTIZ DE APODACA et al.,
1994)

El mismo autor, sefialé en un estudio el efecto de cuatro coagulantes sobre la
leche de vaca a través de electroforesis discontinua en geles PAA-SDS. Los
resultados demostraron que el coagulante vegetal presenté una alta actividad
proteolitica degradando la a-lactoalbimina y seroalbimina del suero, ademas
menciona una actividad proteolitica tres veces mayor a la de los cuajos
tradicionales por la elevada degradacion de B y asl-caseina. La actividad
proteolitica fue determinada mediante la medicién de los grupos aminos libres

en la fraccién soluble al 12% TCA con acido sulfénico trinitrobenceno.

Las flores de la especie Cynara cardunculus contienen dos enzimas
proteoliticas capaces de producir la coagulacion de la leche, estas enzimas son
llamadas cardosina A y cardosina B. Estas dos proteasas fueron purificadas y
caracterizadas en términos de su actividad, son proteinasas asparticas con un

pH optimo de 5,1.

En la FIGURA 3, se muestra el perfil de elucién obtenido mediante HPLC para
ambas enzimas en la cual se observa que la cardosina A eluye antes que la
cardosina B presentando un pico mas alto, por lo cual se sefiala que son
similares a la quimosina y pepsina respectivamente y al igual que otras enzimas
coagulantes, el mayor sitio de ruptura sobre la k-caseina bovina y ovina por
proteinasas de cynara cardunculus es el enlace Phejgs -Metips, aunque la
hidrolisis inicial de la asl-caseina bovina se realiza en el enlace Phe,; —Phey,
(O°'MAHONY et al., 2003).

Segun Pires et al., citado por VIOQUE et al. (2000), las proteasas encontradas
en especies de Cynara cardunculus son diferentes a las proteasas de Cynara

humilis, conteniendo esta Ultima solo cardosina A, y también son diferentes en
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términos de actividad de coagulacion de la leche (Fernandez — Salguero y

Gobmez citado por VIOQUE et al., 2000).

o2 =
-y
—
-4
=,
=
oL — - — 1
[ 1
—u
i_—‘—"'kg.; —
o = o i :
] L e o ] >0
Tiempo (min)

FIGURA 3. Perfil de elucién de HPLC de cardosina A y B extraidas de
Cynara cardunculus.
FUENTE: VERISSIMO et al. (1996).

El mismo autor, sefialé que los pesos moleculares de cardosina A y cardosina B

corresponden a 31KDa y 34KDa respectivamente.

Por otra parte, Verissimo et al., citado por VIOQUE et al. (2000), sefialan que
en el extracto de flores de Cynara cardunculus (parte violeta de la flor cuando
esta en estado de senescencia), también se han aislado otras tres proteasas,

las cuales fueron purificadas y caracterizadas en términos de actividad. Son
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proteasas del grupo asparticas llamadas cynarasas o0 cyprosinas presentando

una maxima actividad a pH 5.1

Las proteasas de Cynara cardunculus se utilizan para elaborar quesos tipicos
de Portugal como el ‘Serra’, La ‘Serena’ de Espafia y otros de lItalia y Francia.
La variedad del queso Serra es la mas importante en quesos tradicionales
elaborados en Portugal, por las caracteristicas organolépticas que posee
(MACEDO et al., 1993).

Aparentemente los extracto de las flores del cardo no son buenos sustitutos de
los coagulantes de origen animal, particularmente en quesos elaborados con
leche de vaca, debido a la textura y sabor defectuoso causado por la elevada
actividad proteolitica de estas enzimas. Sin embargo, este efecto no se

presenta en quesos fabricados con leche de oveja (CARBONELL et al., 2002).

BIVAR et al. (2003), postulan que en algunos estudios los coagulantes
vegetales presentan una mejor afinidad con la leche de oveja en comparacion a
la leche bovina, debido a la especificidad de las enzimas que es diferente para
ambos tipos de leches, por ejemplo, la actividad del extracto obtenido de
Cynara cardunculus es mayor en las as y B-caseinas de leche de oveja que en

leche de vaca.

Por su parte BARBOSA et al. (1976), postulan que la especificidad de las
cynarasas sobre las caseinas de leche ovina y de vaca explicarian las
diferencias en la produccion de péptidos amargos y protedlisis, puesto que la
caseina de leche de oveja es un sustrato no favorable para la formacién de

péptidos hidrofébicos en comparacion a la caseina de leche de vaca.

En cuanto a enzimas coagulantes extraidas de frutos, VALBUENA (2003),

sefiala que entre las mas conocidas se encuentran: la bromelina, extraida de
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los tallos de pifia (Anancis comosus), la papaina extraida de la papaya (Carica

papaya) VY la ficina, extraida de la higuera (Ficus).

La actividad proteolitica de estas enzimas es excesiva y por sobre su poder
coagulante, lo que afecta las caracteristicas sensoriales como son la textura y
un amargor pronunciado de los productos (GUPTA y ESKIN, 1977; BROOME y
LIMSOWTIN, 1998; ALAIS, 1985).

2.2.3 Enzimas de origen microbiano. Son extraidas a partir de cultivos de
mohos de diferentes especies (TUBESHA, 2003).

Para producir las enzimas coagulantes se utilizan tres especies de mohos
Endothia parasitica (moho parasito del castafio), Mucor pusillus (moho banal
mesofilo del suelo) y Mucor miehei (moho banal terméfilo del suelo) (ALAIS,
1985).

El mismo autor, sefiala que estas enzimas son aspartato proteinasas que
presentan una actividad proteolitica menor que las enzimas de origen vegetal y

las obtenidas por microorganismos genéticamente modificados.

Para la coagulacion de la leche, también se han utilizado bacterias esporuladas
aerobias del género Bacillus, entre ellas, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Bacillus licheniformis, Bacillus mesentericus y Bacillus polymyxa; los cuales, se
cultivan industrialmente para la produccion de diversas enzimas: amilasas,
proteasas, sacarasas, entre otras. Del medio de cultivo se pueden extraer
enzimas coagulantes de la leche. Sin embargo, su aptitud quesera es mejor que
las enzimas de origen vegetal pero sensiblemente peor que la de las enzimas
producidas por los mohos, puesto a que las cuajadas obtenidas carecen de

cohesidn y la actividad proteolitica es bastante elevada (ALAIS, 1985).
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En un estudio de estabilidad de enzimas coagulantes del Mucor miehei frente al
pH y la temperatura, se observé que éstas permanecen estables en un rango
de pH de 3,5-4,0 y a una temperatura de 30°C, como se observa en la FIGURA
4, por lo que fuera de este rango de pH el tiempo de coagulacion decrece. El
sustrato utilizado fue leche en polvo descremada al cual se le adicioné cloruro
de calcio 0,01M, se agregd 0,5 ml de extracto enzimético a tubos con 5 ml de
sustrato y calentados a 30°C por 10 minutos (TUBESHA, 2003).

120
100 4
TC 80 -
&0 -
40 -

20 A

180 —
160 1
140 4

TC 2o
100+

BO T
BO
an4
20 1+

25 30 35 40 45

Temperatura (°C)

FIGURA 4. pH y temperatura de estabilidad 6ptima de enzimas extraidas
de Mucor miehei.
FUENTE: TUBESHA (2003).
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Segun FERNANDEZ et al. (1999), las enzimas extraidas del Mucor pusillus son
mas proteoliticas que la quimosina bovina, por lo cual forman péptidos amargos

y por lo tanto, producen menor rendimiento en la elaboracion de queso.

Sin duda, las proteasas mas utilizadas en la elaboracion de quesos son las
extraidas del Mucor miehei por los buenos resultados que se han obtenido, por
el contrario, la proteasa aspartica de Endothia parasitica Illamada
endothiapepsina, debido a la termorresistencia que poseen, solamente se
pueden utilizar en la elaboracion de quesos que logran elevadas temperaturas

durante su fabricacion como es el caso de los quesos suizos (KIM et al., 2004).

Se ha investigado que estas proteasas s6lo pueden ser usadas en algunos
tipos de quesos, pero también se ha informado la aparicion de sabores amargos
en quesos de maduracion larga y en quesos duros (Koning et al. citado por
BROOME Y LIMSOWTIN, 1998).

En un estudio realizado sobre protedlisis de queso Mozarella elaborado con
proteasas extraidas de Mucor miehei, Endothia parasitica y quimosina,
almacenado a 4°C durante 50 dias, se encontré que las enzimas de Endothia
parasitica fueron mas proteoliticas que las enzimas del mucor miehei y
guimosina pero la especificidad del sustrato de la caseina fue diferente
dependiendo del tipo de coagulante. En el queso elaborado con proteasas de
Endothia parasitica durante el almacenamiento a 4°C, se observo protedlisis de
Os-caseina y PB-caseina. Sin embargo, las as-caseinas fueron hidrolizadas
preferentemente en quesos hechos con quimosina y con enzimas del mucor
miehei, por lo cual el queso elaborado con enzimas de endothia parasitica
presentd una textura mas suave, mas untable. Las diferencias podrian estar
relacionadas con la protedlisis causada por el tipo de coagulante (YUN et al.,
1993).
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2.2.4 Enzimas de origen genético. Estas enzimas son obtenidas por via
fermentativa a partir de microorganismos genéticamente modificados, los
microorganismos mas importantes en la produccion de enzimas son Aspergillus
niger, Escherichia coli y Bacillus subtilis. (RAMIREZ, 2003).

De acuerdo a VALBUENA (2003), la ingenieria genética, puede disefiar un
determinado organismo aislando el material genético que codifica la sintesis de

una enzima, e introduciéndolo a otro microorganismo mas manejable.

En la actualidad el cuajo genético es el mas utilizado, debido a que contiene
enzimas similares a las encontradas en el cuajo de ternera. Entre ellos se
encuentran Chymax el cual utiliza como microorganismo productor una cepa
muy conocida no patogénica y no toxinogeénica, Escherichia coli K12. Esta cepa
fue manipulada genéticamente introduciendo un plasmido de expresion de
proquimosina en la cepa huésped. Luego esta proquimosina es extraida por
fermentacion de la cepa y tratandose posteriormente igual que la obtenida por
la extraccion de estdmagos de ternera, es decir, se mantiene durante un
periodo de tiempo a un pH &cido para obtener la quimosina activa (CHYMAX,
1990).

La enzima producida bajo este método es quimosina, con lo cual se obtiene una
enzima bastante similar a la de origen animal; el extracto comercial contiene
guimosina 100% a diferencia del producido por maceracion del estobmago, el
cual puede contener 90-95% de quimosina y 10-15% de pepsina (VALBUENA,
2003).

Segun BADUI (1997), las enzimas deben cumplir con determinadas
especificaciones de calidad, sobre todo en cuanto a su toxicidad, o la del

microorganismo que la produce, en caso de que sea de origen microbiano.
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Un estudio realizado en tres cuajos comerciales de origen genético (maxiren,
chymax y chimogen), consistié6 en determinar el progreso de la protedlisis en
queso Gouda medido a través de fracciones de nitrégeno soluble y nitrégeno
aminoacidico, expresado como porcentaje de nitrdgeno total. Estos cuajos de
origen genético fueron comparados con cuajo de ternera de origen animal. La
FIGURA 5, indica que tanto los cuajos de origen genético como el de origen
animal presentaron una protedlisis similar durante la maduracion del queso y
por consiguiente similar calidad en el queso Gouda obtenido (VAN DEN BERG,
1992).
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FIGURA 5. Formacion de fracciones de nitrogeno soluble (NS) y nitrégeno
aminoacidico (NA), durante la maduracién de queso Gouda,
elaborado con cuajo de origen animal y cuajo de origen
genético.

FUENTE: VAN DEN BERG (1992).
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Por otra parte, en un estudio realizado por la empresa Chymax, se determiné
que la proporcién de guimosina A y quimosina B puede variar entre distintas
preparaciones incluso la enzima rotulada como Chymax puede contener sélo
quimosina A (CHYMAX, 1990).

Segun MORRIS y ANDERSON (1991), la quimosina obtenida por fermentacién
de Kluyveromyces lactis también manipulada genéticamente es utilizada
actualmente en paises europeos. En una investigacion realizada en queso
Cheddar elaborado con enzima de Kluyveromyces lactis y con cuajo estandar,
se encontrd que el cuajo producido por fermentacion de la cepa mencionada, no
se diferencio del cuajo de ternera estdndar en la elaboracion y fermentacién del
queso, puesto a que las caracteristicas de composicién, rendimiento y tasa de

maduracion del queso fueron similares.

2.3 Coagulacion enzimatica de la leche

La actividad proteolitica de las enzimas tiene lugar en tres etapas; en la
primera, la k- caseina, que estabiliza las micelas de caseina, es hidrolizada muy
especificamente por el cuajo, de modo que se rompe el enlace peptidico PHE10s
— MET0s liberando paracaseina y macropéptido C- terminal original (residuos
106-109) de la k-caseina, que esta cargado negativamente y corresponde a un
glicomacropéptido (GMP); y en la segunda etapa, cuando se ha hidrolizado el
85% de la k-caseina, se produce la agregacion y precipitacion de las micelas en
presencia de calcio, provocando la coagulaciéon de la leche como se muestra en
la FIGURA 6 (ROBINSON, 1991).

Segun AMIOT (1991), en la k-caseina hay 164 enlaces peptidicos diferentes,
gue pueden ser atacados, ademas de los que hay en las otras fracciones de la
micela, sin embargo, la fuerza del cuajo se mide por su eficacia al romper
especificamente el enlace peptidico PHE10s — MET106, accion que produce la

coagulacion de la leche.
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ALAIS (1985), sostiene que la tercera etapa de la coagulacion enzimatica
comienza en la cuajada y continla su accion durante la maduracion de los
guesos. Como parte de la qguimosina permanece activa en la cuajada, degrada
la caseina a ¢ liberando péptidos, los cuales posteriormente son hidrolizados
por los cultivos lacticos, lo que contribuye al desarrollo de ciertas caracteristicas

de sabor y textura del queso.
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FIGURA 6. Coagulaciéon enzimatica de la leche.
FUENTE: ALAIS (1985).
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Otro fendmeno producido por la accién enzimética es la sinéresis del coagulo.
La acidificacion del gel enzimatico produce una disminucién del agua de
deshidratacion de las micelas, solubiliza una parte de las sales de calcio
aumentando con ello la permeabilidad del coagulo y favorece la formacién de
los enlaces secundarios necesarios para la contraccion. Todas estas acciones

facilitan y aceleran la expulsion del lactosuero (ALAIS, 1985).

La sinéresis es un fendbmeno que se produce luego de la coagulacion de la
leche. Por la accién del cuajo se forman nuevos enlaces y muchas micelas se
unen entre si para formar grandes redes. Las mallas formadas, retienen
mecanicamente una gran parte del agua, se reestructuran y se contrae

haciendo posible la expulsién del suero (AMIOT, 1991).

Existen diversos factores que influyen sobre la coagulacion enzimatica de la
leche, estos son: pH, temperatura, concentracion en iones Ca'", concentracion

de la enzima y sustancias nitrogenadas.

2.3.1 Influencia del pH. El pH influye principalmente sobre la velocidad de
coagulacion y la consistencia de la cuajada. En un medio alcalino, el cuajo se
inactiva y la leche no coagula. Por el contrario, un descenso del pH facilita la
accion del cuajo sobre la caseina porque la acidez reduce su carga eléctrica,
disminuyendo su estabilidad (AMIOT, 1991).

De acuerdo a ARIAS (2002), la acidez en la leche favorece la accién del cuajo,
mientras mas alta sea la acidez, mas rapidamente se forma la cuajada y mas

consistente se vuelve ésta.

INDA (2000), seiala que el grado en que se retiene la estructura de las micelas
de caseina en su forma original depende en gran medida de la pérdida de

fosfato de calcio y ésta a su vez depende del pH en el momento en que se retira
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el lactosuero de la cuajada. Por eso, tratandose de quesos en general y
ciertamente de quesos madurados, una de las formas mas importantes para
eliminar el suero consiste en disminuir el pH de la cuajada, como se muestra en
la FIGURA 7.
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FIGURA 7. Relacion entre el grado de produccién de acidez hasta la etapa
de desuerado y la estructura bésica del queso.
FUENTE: (INDA, 2000).

AMIOT (1991), sefala que el pH 6ptimo para la actividad del cuajo animal es
5,5. En idénticas condiciones la duracién media de la coagulacion es de unos
200 segundos a pH 6,6 — 6,7, de 50 segundos a pH 6,1 y de 30 segundos a pH
57.

Segun ALAIS (1985), alrededor de pH 3,5, la quimosina de origen animal es
muy inestable, la mayor estabilidad la presenta a pH 5,3 - 6,3 decreciendo
rapidamente por sobre pH 6,5.
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El mismo autor, afirma que a pH 7,3 el cuajo animal tiene su actividad
coagulante reducida en un 15% en relacion con el pH 6,6. Sin embargo, a pH

8,4 el cuajo animal se inactiva.

Por su parte AMIOT (1991), sostiene que la pepsina es la enzima menos

estable en medio neutro, la cual se inactiva totalmente a pH 6,95.

El mismo autor, sefiala que la actividad coagulante se anula cuando el pH de la
leche sobrepasa un determinado valor, como es el caso de la pepsina porcina,
la cual coagula dificilmente o no coagula la leche fresca cuyo pH es superior a
6,6, mientras que las enzimas microbianas pueden ser aun activas a pH

cercano a 7,0 o mas elevado, donde el cuajo animal se vuelve inactivo.

En cuanto a las enzimas de origen vegetal, ALAIS (1985), sefiala que presentan

un rango de pH de estabilidad 6ptima de 4,5 a 6,5.

El mismo autor, sostiene que para el caso de las enzimas microbianas de
Bacillus subtilis, son mas estables en medio alcalino debido a que presentan un

rango de pH de estabilidad 6ptima de 7,5 a 9,5.

Por otra parte, AMIOT (1991), sefiala que a pH 8,4 la enzima de Endothia
parasitica se inactiva, mientras que las enzimas de los Mucor conservan del 20

al 50% de su actividad.

El mismo autor, sefiala que la retencion en la cuajada fresca de la enzima del
Mucor es de 15 a 20% y depende poco del pH. Por consiguiente pasa mucha
enzima al suero; esto, afladido a su mayor termoestabilidad, puede plantear
problemas cuando el suero desecado se utiliza como lactosustituto, en mezclas

con la leche.
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En el CUADRO 2, se presenta el pH 6ptimo de las enzimas utilizadas en la

tecnologia de alimentos.

CUADRO 2. Proteinasas utilizadas en tecnologia de alimentos.

GRUPO ENZIMA pH OPTIMO

ANIMAL Proteinasa pancreatica 9,0
Quimosina 4,0-4,5
Pepsina 2,0

VEGETAL Papaina 7-8
Bromelina 7-8
Ficina 7-8
Cynarasas 51

GENETICO Proteinasas alcalinas 7-11

(proveniente de Bacillus subtilis)

Proteinasas neutras (proveniente 6-9

de Bac. thermoproteolyticus)

MICROBIANO Proteinasa (proveniente de Mucor 4,7
pusillus)
Proteinasa neutra (proveniente de 55-75

Aspergillus oryzae)

Proteinasa alcalina (proveniente 6,0-9,5
de Aspergillus oryzae)
FUENTE: ALAIS (1985).

2.3.2 Influencia de la temperatura de la leche. Las condiciones Optimas para
la accidn del cuajo son entre 40 y 42°C, mientras que a temperaturas inferiores
a 10°C y superiores a 65°C, no se produce la coagulacion (AMIOT, 1991).

El mismo autor, sefiala que la fase primaria de accidn enzimatica sobre la k-

caseina, se produce incluso a temperaturas inferiores a 10°C, mientras que en
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la fase secundaria, mas sensible, se necesitan temperaturas superiores para
que produzca la coagulacion. Esta diferencia en el comportamiento permite
llevar a cabo la fase primaria afiadiendo el cuajo a la leche fria a menos de
10°C, sin que se produzca la coagulacién; después de algunas horas, se puede
coagular instantaneamente la leche calentandola rapidamente a menos de
20°C.

VALBUENA (2003), afirma que al coagular la leche a 21-25°C se obtiene una
cuajada blanda, a 30°C se obtiene una cuajada firme y a 32-34°C una cuajada

consistente y elastica, al utilizar enzimas de origen animal.

En solucion, el cuajo animal es muy inestable; cuando la temperatura se eleva
por encima de 50°C, se produce la desnaturalizacion; mientras que las enzimas
microbianas son mas resistentes al calor, lo que explica que la temperatura

Optima de coagulacion sea mas elevada (BENITEZ, 2000),

Segun ALAIS (1985), el maximo de temperatura para la enzima de Mucor
miehei se sitla a 65°C. Cuando la temperatura de coagulacion se aumenta,
tales enzimas se ven favorecidas, mientras que bajas temperaturas son menos

favorables para la coagulacion de la leche.

El mismo autor, sefiala que la termoestabilidad de las enzimas del Mucor miehei
estd considerada como una desventaja, ya que las proteinas del suero son
degradadas por estas enzimas de origen microbiano y no se inactivan por
completo a temperaturas de pasteurizacion pudiendo causar coagulacion en

leches o protedlisis.

2.3.3 Influencia de la concentraciéon de iones calcio. Este factor no interviene
en la fase enzimatica sino que afecta solamente a la fase secundaria. Cuando

el contenido en calcio es anormalmente bajo, la coagulacién es lenta y se
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obtiene una cuajada muy blanda, por lo tanto, para corregir este defecto se

aflade a la leche cloruro calcico (AMIOT,1991).

ALAIS (1985), afirma que se observan diferencias notables entre las enzimas
con respecto a este factor; tal es el caso de las enzimas del Mucor, las cuales
son mas sensibles a la variacién del contenido en calcio, mientras que el de

Endothia parasitica lo es relativamente poco.

Segin RAMIREZ (2003), el contenido en fosfato célcico coloidal también es
importante en el proceso de coagulacién, especialmente en lo que se refiere a

la tensién del gel.

BENITEZ (2000), afirma que el calcio y el fosforo desempefian un papel
fundamental en el mecanismo de coagulacion y forman parte del gel de
caseina, lo que confiere al coagulo propiedades especiales: es compacto,
flexible, elastico, impermeable y contractil. Estas caracteristicas tienen una gran
influencia en el desuerado y endurecimiento de la cuajada porque le permiten

soportar las intervenciones mecanicas durante el proceso de la fabricacion.

El mismo autor, sefiala que durante la coagulacion, las micelas de caseina
conservan su estructura y la cuajada retiene la mayor parte del calcio y del
fésforo, los cuales dan rigidez, cohesion e impermeabilidad. Por la accién del
cuajo se forman nuevos enlaces y muchas micelas se unen entre si para formar
grandes redes. Las mallas formadas, como un tejido esponjoso, retienen
mecanicamente una buena parte del agua. Como resultado de la interaccion de
todos estos fendmenos la red formada se reestructura y se contrae, haciendo

posible la expulsion del suero.

2.3.4 Concentracion de la enzima y sustancias nitrogenadas. VALBUENA

(2003), menciona como otros factores que afectan la coagulaciéon enziméatica a
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la dosis del cuajo y el contenido de materias nitrogenadas solubles en la leche.
El contenido de cuajo afecta mediante el empleo de dosis altas, lo cual acelera
el tiempo de coagulacion, pero puede traer consecuencias en las caracteristicas
de la cuajada, se tornaria dura y quebradiza y en la apariciéon de sabores
amargos, por proteolisis excesiva. En cuanto al contenido de materias
nitrogenadas en la leche, por lo general, un aumento en la cantidad de
proteinas del suero provocard una disminucion de caseinas. Por otro lado,
puede afectar la estabilidad de las micelas, aumentandolas y por lo tanto

prolongando el tiempo de coagulacion.

ALAIS (1985), menciona que la riqgueza de calcio expresada por la relaciéon
Ca/N tiene gran importancia en la variacion de la aptitud para la coagulacion de
la leche, puesto a que en leches que presentan buena aptitud de coagulacion
esta relacion es mayor que en leches con aptitud de coagulacion defectuosa.
Asimismo, la relacibn P/N es mas débil en leches con baja aptitud de

coagulacion.

2.4 Calidad bacteriol6gica de enzimas coagulantes

El cuajo animal es dificil de suministrar exento de bacterias, alguna de las
cuales puede ser peligrosa desde el punto de vista técnico e higiénico (ALAIS,
1985).

El mismo autor, sefiala que se ha demostrado que los defectos organolépticos
apreciados en quesos son consecuencia de existir bacterias perjudiciales en los
cuajos mal filtrados. En estos cuajos se han encontrado lactobacilos resistentes
a la sal, la cual se agrega al cuajo como conservante, que serian la causa de

estos sabores defectuosos.
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En el CUADRO 3, se presentan las exigencias de calidad para enzimas
coagulantes de la leche, segiin (ESPANA, MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA,
1996).

CUADRO 3. Especificaciones microbiolégicas para enzimas coagulantes.

Determinaciones (unidades) Maximo especificado
Gérmenes aerobios mesofilos 10° u.f.c./goml
Enterobacterias 10 u.f.c./go ml
Escherichia coli. 1/g o mi

Salmonella /Shigella Ausencia en 25 g o ml

Staphylococcus aureus enterotoxigénico | Ausencia en 1/g o ml

Clostridium sulfito reductores 1/g o mi

Mohos y levaduras 10/g o mi

FUENTE: ESPANA, MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA (1996).

Para evitar la contaminacion microbiolégica de las enzimas coagulantes se
utilizan diferentes conservantes o preservantes. De acuerdo al Reglamento
Sanitario de los Alimentos, se consideran preservantes aquellas sustancias de
caracter inocuo, de composicién quimica conocida y que se incorporan a los
alimentos, generalmente en cantidades pequefias, para mejorar Ssus
caracteristicas organolépticas o su conservaciéon (CHILE, MINISTERIO DE
SALUD, 2003). En las enzimas coagulantes se han utilizado:

o Sorbato de potasio. MISTRY y KOSIKOWSKY (1985), sefialan que el
sorbato de potasio no es toxico y puede ser metabolizado similarmente como
ocurre en forma natural con los acidos grasos. Ademas, Liewen y Marth citados
por SOFOS et al. (1979), sefialan que el principal uso del sorbato, es como una
agente fungistatico, aunque también presenta efectividad contra algunas

bacterias, siendo efectivo en el rango de pH &cido 4,5 a 6,5.
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En Chile las disposiciones indican que el sorbato de potasio puede utilizarse
como sustancia conservadora y en concentraciones no mayores en el producto
terminado de 2 g/kg (CHILE, MINISTERIO DE SALUD, 2003).

o Benzoato de sodio. El &cido benzoico, ha sido muy usado como un
aditivo antimicrobiano para alimentos. La sal de sodio es preferida debido a la
solubilidad acuosa del acido libre. El benzoato de sodio es generalmente
considerado por ser el mas activo contra levaduras y bacterias y menos activo
contra hongos (EL- SHENAWY y MARTH, 1988).

Segun el Articulo N° 154 del Reglamento Sanitario de los Alimentos, los niveles
de uso practico del benzoato de sodio corresponden a concentraciones no
mayores que 1 g/kg en el producto terminado (CHILE, MINISTERIO DE SALUD,
2003).

LENHINGER (2001), sefiala que la cantidad que puede ser ingerida por el ser
humano es de 10 mg/kg de peso corporal.

El mismo autor sostiene que el acido benzoico es usado principalmente en
alimentos y bebidas con valores de pH cerca o por debajo de 4,0 a 4,5. El 4cido
benzoico no causa efectos deletéreos en humanos cuando es consumido en
pequefas cantidades y se encuentra naturalmente en ciruelas, canela,

arandanos y clavo de olor.

o NacCl. Esta sal, es utilizada como preservante de alimentos, debilitando o
previniendo el crecimiento de microorganismos. Es usada ya sea como

salmuera o aplicada directamente a algunos alimentos (HERNANDEZ, 1995).
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LEHNINGER (2001), sefala que el efecto del cloruro de sodio sobre los
microorganismos, se debe a la reduccion de la actividad de agua (aw),

provocando una disminucion en el crecimiento de las bacterias patdgenas.

2.5 Ultrafiltracion

Segin DOMINGUEZ (2004), la ultrafiltracion tiene como principio la
permeabilidad selectiva de uno o0 mas componentes de una mezcla liquida de
diferente composicién, a través de una membrana que actia como barrera, con

el objetivo de concentrar una solucion enzimatica sin alterarla.

El mismo autor, sefiala que el agua y solutos de bajo peso molecular pasan,
influenciados por la presion, a través de la membrana, mientras que las
proteinas son retenidas por la membrana y se van concentrando junto con
glébulos grasos, bacterias y suspensiones de solidos para formar el

concentrado.

De acuerdo a INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, IDF/FIL (1991), el éxito
del proceso de ultrafiltracion dependera de los tamafios moleculares de los
compuestos de interés y de como estos interactian en solucién, dado que es

una filtracidon molecular.

Los filtros eliminan las particulas por exclusion de tamafios mediante un medio
poroso 6 membrana. La eleccién del tipo de filtro mas adecuado depende de
muchos factores diferentes: de la cantidad y tamafio de particulas a separar, del
volumen y temperatura del medio a filtrar, asi como del método de filtracion y de
la precision requerida (DOMINGUEZ ,2004).

En cuanto a las caracteristicas de las membranas de ultrafiltracion, éstas son
anisotropicas en morfologia, es decir poseen una fina capa provista de poros

gue estaria determinando en base al tamafio y densidad de los poros el peso
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molecular de separacién que la membrana es capaz de retener. Sin embargo,
es importante sefialar que esta retencion no es del 100%, puesto que la
distribucion de poros no es completamente homogénea y ademas se debe
considerar la forma de la molécula a retener. Esta delgada pelicula esta
colocada sobre un soporte poroso (CHERYAN, 1998).

El material mas utilizado para la ultrafiltracion son los polimeros relativamente
inertes de polisulfona, estas membranas tienen un rango de pH amplio, una alta
resistencia térmica, gran estabilidad hidrolitica y habilidad para retener las
propiedades mecdnicas en altas temperaturas y en ambientes humedos (KIM et
al., 2005).

Durante la ultrafiltracion, las particulas quedan retenidas sobre la membrana, lo
que determina un aumento de la presién osmotica en las proximidades de la

membrana (CHERYAN, 1998).

En la FIGURA 8, se esquematiza el proceso de ultrafiltracion.

Aimentacion Presion Concertrado

Fitrado: 2gua + Sales + Amino dcidos

FIGURA 8. Esquema del proceso de Ultrafiltracion.
FUENTE: DOMINGUEZ (2004).
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En la actualidad y debido a los rapidos resultados que ofrecen se han utilizado
unidades de filtracién Centriplus de Millipore para concentrar hasta 15ml de
soluciones macromoleculares. Estos dispositivos estan disefiados para ser
usados en centrifugas que adapten tubos de centrifugacion de 50 ml,
incluyendo tanto los rotores de angulo fijo como los de cabezal basculante. La
concentracion se logra ultrafiltrando la solucion a través de una membrana
anisotrépica, mediante centrifugacion, la cual permite que solutos de bajo peso
molecular pasen a través de la membrana y los de mayor peso molecular
queden concentrados sobre ella, siendo 3000 g, la maxima fuerza de centrifuga
utilizada por estos filtros. Estas unidades de filtracion separan las soluciones de
acuerdo al peso molecular y tiene la propiedad de recuperar el concentrado
invirtiendo el vial de retenido sobre un vial de recogida limpio para centrifugarlo
nuevamente. Este método minimiza las pérdidas de peliculas que se puedan

formar en la membrana y las paredes del depésito (ANEXO 1)*.

2.6 Quesos elaborados con coagulantes vegetales

Los quesos fabricados con coagulantes vegetales se encuentran principalmente
en el Mediterraneo, oeste de Africa y en paises del sur de Europa. Espafia y
Portugal poseen una gran variedad y producciéon de quesos utilizando Cynara
cardunculus como coagulante vegetal, estos quesos tienen el grado de
denominacion de origen como es el caso del queso Serpa de Portugal y La
Serena de Espafia (BIVAR et al., 2003).

Tradicionalmente los extractos frescos acuosos de las flores del cardo (Cynara
cardunculus) son usados como coagulantes crudos para la elaboracion de
quesos, utilizando leche de oveja principalmente y en menor grado leche de
vaca y cabra, entre los cuales se encuentra el queso Pedroches de Andalucia y
el queso Torta del Casar de Extremadura (O"MAHONY et al., 2003).

! http://www.millipore.com/catalogue.nsf/docs/C3040.
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El mismo autor, sefiala que algunas de las caracteristicas tipicas de los quesos
elaborados con coagulante vegetal le otorgan el grado de “denominacién de
origen”. Las caracteristicas de pasta dura, una masa compacta o cerrada y de
larga maduracion son tipicas de quesos tales como Serrat elaborado con leche
de vaca y Pedroches de Espafia elaborado con leche de oveja cruda. Por otro
lado, la obtencién de una pasta blanda, textura cremosa, corta maduracion y
sabor fuerte como es el caso de quesos tales como La Serena y Torta del
Casar, elaborados con leche de oveja. En la FIGURA 9, se muestran algunos

quesos elaborados con coagulante vegetal.

Queso Serrat

Queso La Serena Queso Torta Del Casar

FIGURA 9. Quesos elaborados con coagulante vegetal.

FUENTE: http://www.quesos.com/enciclopedia.asp?P=Region.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 Obtencion de muestras

Se realizaron tres muestreos de hojas de maqui durante el periodo invierno-
primavera, correspondiendo a los meses de julio, agosto y septiembre 2005,
con tres repeticiones cada uno, los cuales fueron recolectados en tres areas de
la provincia de Valdivia. Las muestras consistian en hojas de maqui verdes y
sanas, evitando la extraccidon de hojas manchadas, afectadas por insectos,

decoloradas y secas.

En el CUADRO 4, se presenta el lugar y fecha de los muestreos realizados.

CUADRO 4. Lugar y fecha de los muestreos de hojas de maqui.

Muestreo Lugar Fecha
1 Jardin Botanico UACH Valdivia | 12 de julio 2005
2 Salida norte La Unién 02 de agosto 2005
3 Salida sur Valdivia 13 de septiembre 2005

3.2 Ubicacion de los ensayos
Los analisis fueron realizados en los Laboratorios de Quimica y Microbiologia
del Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICYTAL), perteneciente a

la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de Chile.

3.3 Disefio experimental
En el CUADRO 5, se presenta el disefio experimental del estudio.
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CUADRO 5. Disefio experimental.

Especie Repeticiones Variables

Sector de Muestreo Planta Extracto enzimético
Maqui Humedad Ultrafiltracion
(Aristotelia | - Jardin Botanico Proteina total | pH y T° Optimos
chilensis) | UACH Valdivia. Proteina

- Salida norte La Fuerza de cuajo

Union. Tiempo de coagulacién

-Salida sur Valdivia. Sinéresis del gel

Fuerza del gel

Electroforesis PAA-SDS

Cromatografia
DEAE celulosa (sector
Jardin Botanico)

Para determinar la estabilidad del extracto enzimatico vegetal concentrado se
realizaron 2 tratamientos, con el fin de encontrar las mejores condiciones de
conservacion en un periodo de 3 meses. Para ello se agregé como conservante
sorbato de potasio y se almacenaron bajo congelacién. Los tratamientos se
presentan en el CUADRO 6.

CUADRO 6. Estabilidad del extracto enzimatico vegetal ultrafiltrado.

TRATAMIENTO FACTOR VARIABLE
Enzima UF sin sorbato Tiempo (meses) Fuerza del cuajo
de potasio 1
Enzima UF con 2,5% Tiempo coagulacion
(p/v) sorbato de potasio 2 Recuento total de bacterias
mesofilas, enterobacterias y
3
Staphylococcus aureus.
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3.4 Pruebas preliminares de extraccion de proteinas a la planta nativa
Maqui
Antes de comenzar con los primeros analisis, se probaron 2 metodologias de

extraccion de proteinas, para asi determinar la mas eficiente.

3.4.1 Extraccion segtin ANON y MARTINEZ (1996). Se procedi6 a realizar la
extraccidén con agua destilada como lo indica la FIGURA 10.

Preparacién
Suspender al 10% p/v en agua destilada

Suspensién
Ajuste a pH 11 con NaOH 2N

Agitacion

A temperatura ambiente por 30 minutos

Centrifugacion
9000g por 20 minutos

Sobrenadante
Ajuste apH 5,0con HCIO,5N 1,0 N
Centrifugacion
90009 por 20 minutos
Precipitado

Se resuspende en agua destilada

FIGURA 10. Extraccion de proteinas segiin ANON y MARTINEZ (1996).
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3.4.2 Extraccion segun GUPTA y ESKIN (1977). Esta extraccion como se
indica en la FIGURA 11 consistio en suspender al 10% p/v las hojas de maqui

previamente picadas en moledora eléctrica, en buffer acetato 0,01M (pH 5,5).

Preparacion
Suspender al 10% p/v en Buffer acetato 0,01M pH 5,5
Centrifugacion
10.000 r.p.m por 15 minutos
Sobrenadante
Precipitar con acetona (3:1) y decantar
Centrifugacion
10.000 r.p.m por 15 minutos
Precipitado
Resuspension en Buffer acetato 0,01M pH 5,5
Dialisis
18 horas, contra Buffer acetato 0,01M pH 5,5
Centrifugacion
5.000 r.p.m por 10 minutos

v

Sobrenadante

FIGURA 11. Extraccion de proteinas segun GUPTA y ESKIN (1977).



37

3.4.3 Analisis de los extractos obtenidos. Los extractos preparados
anteriormente fueron sometidos a ensayos de fuerza del cuajo, con el fin de
encontrar el método que otorgue los mejores resultados de actividad coagulante
de la leche. La determinacion de temperatura y pH 6ptimo para el extracto
enzimatico vegetal se realizd probando la fuerza del cuajo a diferentes
temperaturas del sustrato (leche cruda) a 20, 25, 30, 35 y 40°C, mediante el
uso de un bafio Maria y a diferentes pH de la leche, estos son 4,5, 5,0, 5,5, 6,0,
6,5. Los pH fueron ajustados mediante la aplicacion de HCL 1N y NaOH 0,5N a

la muestra de leche cruda utilizada como sustrato.

En este ensayo se aumento la cantidad de calcio adicionado a la leche 3 veces
el cual normalmente es de 0,1g para 500ml de leche cruda, y fue reemplazado

por 0,3 g, con el fin de favorecer la coagulacion de la leche.

3.5 Métodos de analisis

3.5.1 Andlisis de la planta. Se realizaron analisis de humedad y proteinas a las

hojas de maqui.

3.5.1.1 Determinacién del contenido de proteina Kjeldahl. Se realiz6 de
acuerdo al método de STEUBING et al. (2002), el cual tiene como principio la
digestidén de una porcion de muestra usando un equipo de digestion en bloques,
con una mezcla de sulfato de potasio y acido sulfurico, junto a un catalizador
para convertir el nitrégeno organico en sulfato de amonio. Luego se adiciona un
exceso de NaOH al digerido enfriado, a fin de liberar amonio. Posteriormente, el
amonio se recolecta en un exceso de acido borico y se titula con acido sulfurico.
El contenido de nitrdgeno se multiplica por el factor 6,25 para expresar como
porcentaje de proteinas (ANEXO 2).
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3.5.1.2 Determinacion del contenido de humedad. Segun ASSOCIATION OF
ANALYTICAL CHEMISTS, AOAC (1995). Se basa en la pérdida de humedad de
la muestra en horno a temperatura constante. Para ello se pesan 2 gramos de
hojas previamente picadas manualmente y se seca por 5 horas a 100°C hasta

peso constante.

3.5.2 Analisis del extracto vegetal. Los andlisis realizados al extracto fueron

los siguientes.

3.5.2.1 Determinacion del contenido de proteinas del extracto enzimatico
vegetal. Se realizé de acuerdo al método de LOWRY et al. (1951), el cual tiene
como principio el desarrollo del color debido a la reaccion de los enlaces
peptidicos de los aminoacidos aromaticos de las proteinas y del cobre alcalino
de uno de los reactivos y a la reduccion del fosfomolibdato-fosfotungsteno del
reactivo Folin-Ciocalteau. Para la determinacion se realiza una curva estandar
con seroalbumina de bovino (BSA) y se lee la absorbancia a 750 nm (ANEXO
3).

3.5.2.2 Medicién de la fuerza del cuajo. Se determin6 de acuerdo al método
descrito por ALAIS (1985) y modificado en la temperatura (30°C), el contenido
de calcio el cual fue aumentado hasta 0,3 g y el pH el cual fue 5,5 con el fin de
favorecer la coagulacion de la leche (ANEXO 4). Este método se define como
los litros de leche que es capaz de coagular un gramo de cuajo en un tiempo de
40 minutos (2400 s) a una temperatura dada.

3.5.2.3 Tiempo de coagulacién. Se aplic6 el método descrito por
INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, IDF/FIL 110, Appendix A (1987),
modificado del método de Berridge, el cual se basa en el tiempo que transcurre
en aparecer los primeros fléculos, desde el momento que se agrega la enzima

coagulante en las paredes de una tubo que contiene sustrato Berridge (leche en
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polvo descremada de bajo tratamiento térmico disuelta en cloruro de calcio
0,01Mm).

3.5.2.4 Determinacién de la sinéresis del gel. Se utilizé el método propuesto
por MARSHALL (1981) y modificado por CORTEZ (2002), que consiste en
medir cuantitativamente el volumen de suero en una alicuota de 100 ml de
leche a 30°C en bafo Maria, a la cual se le adiciona 5 ml de enzima coagulante
con agitacion por 30 segundos. Después de 30 minutos se corta la cuajada en
forma de cruz y luego de 10 minutos se cuantifica el suero liberado por medio

de una probeta.

3.5.2.5 Determinacion de la fuerza del gel obtenido. Se realizé segun el
método descrito por STORRY y GRAEME (1981), modificado por CORTEZ
(2002), el cual tiene como principio medir la resistencia de la cuajada ante la
presién mecanica, para asi determinar su firmeza. Para ello se utilizé el equipo
INSTRON 1011 con una fuerza de 50 N.

La cuajada fue preparada con 100 ml de leche cruda, a una temperatura de
35°C, adicionandole 0,03 g de cloruro de calcio, y utilizando 5 ml de extracto

enzimatico vegetal.

3.5.2.6 Electroforesis discontinua en geles PAA-SDS. Se realizo en placas,
de acuerdo al método propuesto por LAEMLI (1970). Este método se basa en el
uso de sistemas discontinuos en geles en presencia de SDS, y ademas que la
separacion de proteinas es independiente de la carga y depende sélo del

tamanfo. Para ello se utilizé el equipo Mini Protean 3 (ANEXO 5).

3.5.2.7 Cromatografia en columna DEAE celulosa. Se aplic6 el método
descrito por INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, IDF/FIL 110 A (1987), el
cual se basa en la separacion de enzimas previamente dializadas, presentes en

una muestra de cuajo, por medio de sucesivos lavados con dos tipos diferentes
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de buffer en una columna de DEAE celulosa, para luego realizar pruebas de
fuerza del cuajo a las fracciones obtenidas. Este procedimiento sélo se aplico a

la muestra obtenida del Jardin Botanico de la Universidad Austral de Chile.

3.5.2.8 Ultrafiltracion en equipo Millipore. Se utilizaron celdas de 45 x 19
cm?, provisto de agitaciéon y membranas de polisulfona de 10 kDa y presion de
40psi, a fin de concentrar la preparacion enzimatica, para los tres muestreos y

estabilidad del extracto vegetal.

3.5.2.9 Recuento total de bacterias mesoéfilas. Se realiz6 de acuerdo a
(APHA, 1992), para lo cual se utilizé6 Agar Plate Count procediéndose a sembrar
la muestra en profundidad y posteriormente incubando a 32°C por 48 horas a fin

de estimar la inocuidad de la preparacion enzimatica.

3.5.2.10 Recuento de Enterobacterias. Se realiz6 de acuerdo a (APHA, 1992),
en el cual se utilizé6 para este método agar bilis rojo neutro cristal violeta con
glucosa (1%), la muestra se sembro en profundidad y la incubacion se realiz6 a
35°C por 48 horas.

3.5.2.11 Recuento de Staphylococcus aureus. Se realiz6 de acuerdo a
(APHA, 1992), en el cual se utilizO agar Baird Parker, al cual se le agreg6
previamente telurito de potasio y yema de huevo la muestra se sembrd en

superficie y la incubacion se realizd a 35°C por 36 horas.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Resultados de extraccion de enzimas vegetales

En la extraccion propuesta por ANON y MARTINEZ (1996), en la cual se
suspendieron las hojas en agua destilada previamente picadas en moledora
eléctrica, no se obtuvieron buenos resultados para la fuerza del cuajo, debido a
que el extracto vegetal obtenido mediante este método no fue capaz de
coagular la leche. Con el método propuesto por GUPTA y ESKIN (1977), se
obtuvo una fuerza del cuajo mejor. En el CUADRO 7 se presentan los
resultados obtenidos para la fuerza del cuajo, suspendiendo las hojas en buffer
acetato 0,01M (pH 5,5).

CUADRO 7. Fuerza del cuajo del extracto obtenido segun GUPTA y ESKIN
(1977), ultrafiltrado.

Repeticiones Fuerza del cuajo (g/mL)
1 1: 2800
2 1:2680
3 1:2735
Promedio = D.E. 2738,33 + 60,06

La fuerza del cuajo obtenida en el extracto de maqui, coincide con lo obtenido
por PEREZ (2004), en Ulex europaeus y RUIZ (2005) en maqui, los cuales
también encontraron que el mejor método de extraccion de proteinas
correspondia al propuesto por GUPTA y ESKIN (1977), obteniendo valores
promedio de fuerza del cuajo de 1:1696,13 g de cuajo /mL de leche para el caso

de Ulex europaeus y 1:1175,75 (g/mL) para maqui, ambos sin concentrar.
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4.2 Determinacién de la temperatura 'y pH éptimo de actividad coagulante
del extracto enzimatico de origen vegetal

En la FIGURA 12, se presentan los resultados de fuerza del cuajo a diferentes
temperaturas. Se observa que la temperatura correspondiente a 30°C alcanza
un maximo de fuerza del cuajo de 1:2800 (g/ml), temperatura que es similar a la
mencionada por MACEDO et al. (1993), quienes trabajaron con Cynarasas a
temperaturas entre 27 y 29°C, ademas VIOQUE et al. (2000), sefialan que la
mayor fuerza del cuajo en extractos vegetales se obtiene entre 29 y 28°C.

1: 3000

1:2500 -

1:2000

1:1500

1:1000

1:500

Fuerza del cuajo (g/ml)

0 L2/
// T T T T

25 30 35 40 45

Temperatura (°C)

FIGURA 12. Temperatura Optima del extracto enzimatico de maqui

ultrafiltrado.

El resultado obtenido, coincide con lo encontrado por PEREZ (2004) en Ulex
europaeus y RUIZ (2005) en maqui, ambos sin concentrar, puesto a que la
actividad maxima para estos extractos fue a pH 5,5 con una fuerza del cuajo de
1:2010y 1:1175,75 (g/ml) respectivamente.



43

En la FIGURA 13, se puede observar que el pH 6ptimo de actividad coagulante
corresponde a 5,5 con una fuerza del cuajo de 1:2800 (g/ml), lo cual coincide
con PEREZ (2004), en Ulex europaeus y RUIZ (2005), en maqui, quienes
obtuvieron una fuerza de 1:2010 y 1:1333 (g/ml) respectivamente en muestras

sin concentrar.

1: 3000
£ . |
> 1:2500
O _
= 1:2000
>
S i
< 11500
c —
g 1:1000
(D] i
o .
T 1:500
0 // T T T T
S/
5,5 6 6,5 7
pH

FIGURA 13: pH 6ptimo del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado.

Por su parte VIERA DE SA y BARBOSA (1976), trabajaron con Cynara

cardunculus a tres diferentes pH 6,6, 6,4 y 5,8, encontrando el éptimo a pH 5,8.

Ademas, Verissimo et al. citado por VIOQUE et al. (2000), sefialaron que en el
extracto de las flores de Cynara cardunculus, se aislaron tres proteasas del
grupo asparticas llamadas cynarasas, las cuales fueron purificadas y
caracterizadas en términos de actividad, presentando una maxima actividad a
pH 5.1.
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4.3 Contenido de proteinas y humedad de la hoja de maqui (Aristotelia

chilensis Mol.)

Los resultados de la determinacién de humedad y de proteina total para los

tres muestreos se presentan en el CUADRO 8.

CUADRO 8. Contenido de proteina y humedad en hojas de maqui
(Aristotelia chilensis Mol.)
Muestreos | Muestras | Humedad (%) | Proteina (%) Proteina (%)
(Base Himeda) | (Base seca)
1 1 56,04 3,93 8,94
54,70 3,98 8,78
3 53,50 4,50 9,68
X * o |54,75+1,270b | 4,13+0,315a | 9,13 +0,480a
2 1 57,56 4,90 11,55
2 60,15 4,21 10,56
3 58,24 4,49 10,75
X + o |58,65+1,343c | 4,53+0,347a | 10,95+ 0,525a
3 1 51,53 5,92 12,21
2 51,57 5,93 12,24
3 50,75 5,93 12,04
X + o |51,28+0,462a| 593+0,0057b | 12,16 +0,107b

El analisis de varianza realizado indicé que existen diferencias estadisticamente

significativas en el contenido de humedad entre muestreos (p<0,05)(ANEXO 6).

Las diferencias en el contenido de humedad en hojas de maqui de los tres
muestreos, se debe primordialmente a las condiciones climaticas presentadas

en el dia del muestreo. De acuerdo a datos proporcionados por la Estacion



45

Meteorologica del Instituto de Geociencia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Austral de Chile (ANEXO 7), el dia (02/08/05) correspondiente al
segundo muestreo, se tuvieron 10,4 mm de precipitacién, mientras que para el
dia (12/05/05) correspondiente al primer muestreo, se presentaron 0,2 mm, y
por ultimo en el tercer muestreo (13/09/05), no hubo precipitaciones, lo cual
concuerda con los resultados de humedad obtenidos en los tres muestreos,
puesto a que el mayor porcentaje de humedad se presenté en el segundo

muestreo.

En cuanto al contenido de proteinas de las hojas de maqui se observo que
también existen diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los
muestreos realizados (ANEXO 8). Los resultados indican, que en el tercer
muestreo se encuentra el promedio mas alto de proteina total en base seca,

con un porcentaje de 12,16 % + 0,107.

Segun BARCELO et al. (2001), el aumento en el contenido de proteinas de las
plantas se debe a su estado de senescencia, por lo que las hojas utilizadas en
los andlisis pudieron ser de diferentes edades, es por eso que se obtuvieron

resultados diversos en cada uno de los muestreos realizados.

4.4 Caracterizacion del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado

4.4.1 Contenido de proteinas del extracto enzimatico de maqui
ultrafiltrado. EI contenido de proteinas del extracto enzimatico vegetal
ultrafiltrado, implicaria una mayor actividad proteolitica del extracto y una

adecuada fuerza del cuajo, mayor que la obtenida con extracto sin concentrar.

Los resultados sefialados en el CUADRO 9 para el contenido de proteinas en el
extracto enzimatico vegetal, indican que no existen diferencias significativas
entre muestreos (p > 0,05) (ANEXO 9).
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El contenido de proteinas promedio del extracto enzimético vegetal ultrafiltrado
fue de 20,67 mg/g, similar a lo obtenido por PEREZ (2004), en Ulex europaeus,
quien obtuvo un promedio de proteinas de 22,18 mg/g y superior al obtenido por
RUIZ (2005), que fue de 12,63 mg/g, ambos extractos sin concentrar. El calculo
de la expresion de proteinas mg/g se presenta en el ANEXO 10, donde ademas
se presentan los resultados de los analisis duplicados a la hoja de maqui, a los
extractos enzimaticos de cada muestreo y los resultados de la ultrafiltracién

realizada al extracto de maqui, en la cual la enzima se concentrd cuatro veces.

CUADRO 9. Contenido de proteinas del extracto enzimatico de maqui
ultrafiltrado.

Muestreos Muestras Proteinas (mg/qg)

1 1 18,32
2 22,76
3 18,36

X £ 0 19,81 + 2,551a
2 1 19,05
2 22,03
3 18,15

X £ 0 19,74 + 2,031a
3 1 19,86
2 23,19
3 25,28

X £ 0o 22,77 + 2,734a
Cuajo estandar 1 30,7
2 29,4
3 29,8

X 0 29,97 + 0,665
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Se observa, que el contenido de proteinas es mayor para el cuajo estandar, el

cual obtuvo un promedio de proteinas de 29,9 mg/g.

4.4.2 Fuerza del cuajo del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado. En el
CUADRO 10 se presentan los resultados obtenidos para la fuerza del cuajo del

extracto enzimatico vegetal.

CUADRO 10. Fuerza del cuajo del extracto enzimatico de maqui

ultrafiltrado.

Muestreos Muestras Fuerza del cuajo (g/mL)
1 1 1:2.875
2 1:2.598
3 1:3.050
X + 0 1:2.841,0 + 227,9a
2 1 1:2.993
2 1:3.179
3 1:2.910
X + o 1:3.027,3 + 137,7a
3 1 1:2.935
2 1:3.048
3 1:3.179
X + 0o 1:3.054,0 + 121,1a
1 1: 282.353
Cuajo estandar > 1342857
3 1: 282.353
X + 0 1:302.521 + 34.932
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la fuerza del cuajo, no se
determinaron diferencias estadisticamente significativas para la fuerza del cuajo

entre las diferentes preparaciones enzimaticas (p > 0,05) (ANEXO 11).

En cuanto a la fuerza del cuajo del extracto enzimatico vegetal comparado a la
fuerza del cuajo estandar, se puede apreciar que existe una gran diferencia
entre ellos. Al observar el promedio entre los tres muestreos se obtiene que 1
gramo de extracto enzimatico vegetal es capaz de coagular 2,9 litros de leche
en un tiempo de 40 minutos, a un pH de 5,5y una temperatura de 30°C, en
cambio para el cuajo estandar se obtiene que 1 gramo de cuajo es capaz de
coagular 302,5 litros de leche bajo las mismas condiciones de pH vy

temperatura.

Al comparar estos resultados con RUIZ (2005), el cual trabajé con extracto de
maqui sin concentrar, determind que 1 gramo de cuajo es capaz de coagular
1,3 litros de leche a pH 5,5, lo cual es 2,2 veces inferior a los resultados

obtenidos con el cuajo ultrafiltrado.

PEREZ (2004), por su parte, determiné que 1 g de cuajo vegetal extraido de
Ulex europaeus sin concentrar es capaz de coagular 1,9 litros de leche a 30°C,
pH 5,5 lo cual también resulta ser inferior a lo obtenido por el extracto de maqui
concentrado, lo cual demuestra que el proceso de Ultrafiltracién logré

concentrar las proteinas reflejado en la fuerza del cuajo obtenida.

4.4.3 Tiempo de coagulacion del extracto enzimatico de maqui
ultrafiltrado. El tiempo de coagulacidén esta basado en la reaccion primaria de
la coagulacién enzimatica de la leche, en la cual la k-caseina es hidrolizada por
la enzima coagulante (ROBINSON, 1991).
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En el CUADRO 11, se presentan los resultados obtenidos para el tiempo de

coagulacion del extracto enzimatico vegetal

muestreos y el obtenido con cuajo estandar.

correspondiente a los tres

CUADRO 11. Tiempo de coagulacién del extracto enzimatico de maqui

ultrafiltrado.

Muestreos Muestras Tiempo de coagulacion (s)

1 1 412
2 406
3 410

X 0 409,3 +3,05a
2 1 406
2 393
3 407

X £ 0 402,0 + 7,81a
3 1 407
2 399
3 396

X £ 0 400,7+ 5,69a
1 272
Cuajo estandar > 286
3 280

X 0 279,3 + 7,02

Para el tiempo de coagulacién,

tampoco se detectaron diferencias

estadisticamente significativas entre muestreos (p>0,05) (ANEXO 12).
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Al comparar el tiempo de coagulacidn del extracto enzimatico vegetal y el del
cuajo estandar, se aprecia que el cuajo estandar presenta un menor tiempo de
coagulacion, debido a que deben transcurrir 279 segundos para que ocurra la
floculacion de la leche, en cambio para el extracto enzimético vegetal es
necesario que transcurran 404 segundos para que aparezcan los primeros

fléculos.

Al comparar estos resultados con PEREZ (2004), el cual trabajé con Ulex
europaeus sin concentrar, determiné que deben transcurrir 728 s para que se
produzca la floculacion de la leche, lo cual resulta ser mayor a lo obtenido por

el extracto de maqui concentrado.

Los resultados obtenidos para el extracto de maqui concentrado estan
relacionados directamente con los valores obtenidos para contenido de
proteinas del extracto, ya que a menor contenido de proteinas, mayor es el
tiempo de coagulaciéon que posee. De igual forma, se demuestra en el tercer
muestreo, puesto a que se obtuvo un menor tiempo de coagulacion y un mayor

contenido de proteinas del extracto enzimatico vegetal.

4.4.4 Sinéresis del gel con extracto enziméatico de maqui ultrafiltrado.
Segun WALSTRA et al. (1999), la cantidad de suero que queda retenido en la
cuajada determina muchas de las caracteristicas de las distintas variedades de
guesos, tales como dureza, textura, velocidad e intensidad de maduracién,

entre otros.

En el CUADRO 12 se presentan los resultados de sinéresis del gel obtenido

utilizando extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado y cuajo estandar.



CUADRO 12. Sinéresis del gel
ultrafiltrado.

o1

del extracto enzimatico de maqui

Muestreos Muestras Sinéresis del gel (ml)

1

1 11,0

2 14,8

3 12,5

X

o 12,8 +1,91a

11,2

11,7

Wl N P+

12,2

X

o) 11,7 +0,50a

16,0

11,0

Wl N[ P+

14,0

X

o 13,7 + 2,52a

30

Cuajo estandar

33

Wl N[ [+

29

X

I+
Q

30,7+ 2,08

Para la sinéresis del gel, no se

detectaron diferencias estadisticamente

significativas entre los muestreos (p > 0,05) (ANEXO 13).

Se puede apreciar que el volumen promedio de suero obtenido con cuajo

estandar es mayor al obtenido utilizando extracto enzimatico vegetal los cuales

corresponden a 30,7 mL y 12,7 mL respectivamente. Esto significa que la

cuajada del extracto enzimatico vegetal es menos firme o mas blanda que la

obtenida con el cuajo estandar, lo cual se debe a un desuerado incompleto por
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parte del extracto vegetal, que conlleva a tener un mayor contenido de
humedad. Al comprar este resultado con el obtenido por PEREZ (2004), con un
promedio de 5,5 ml de suero para el extracto obtenido de Ulex europaeus, se
aprecia que éste presentd una sinéresis mucho menor, por lo tanto la cuajada

seria mas blanda que la obtenida con extracto de maqui concentrado.
4.4.5 Fuerza del gel del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado. El
CUADRO 13 presenta los resultados obtenidos para la fuerza del gel utilizando

extracto enzimatico de maqui.

CUADRO 13. Fuerza del gel con extracto enziméatico de maqui ultrafiltrado.

Muestreos Muestras Fuerza del gel (gs)
1 1 6,8
2 8,7
3 7,5
X + o 7,7 +0,96a
2 1 6,8
2 7,5
3 7,5
X + 0o 7,3+ 0,40a
3 1 9,4
2 6,8
3 8,1
X + 0o 8,1+ 1,30a
1 15,25
Cuajo estandar 5 15,05
3 16,37
X £ 0o 15,62 + 0,65
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De acuerdo a los resultados obtenidos, no se determinaron diferencias
estadisticamente significativas para la fuerza del gel entre muestreos (p > 0,05)
(ANEXO 14).

Se puede apreciar, que el valor promedio en los tres muestreos para la fuerza
del gel con cuajo vegetal comparado al valor promedio obtenido con el cuajo
estandar es menor, estos corresponden a 7,7 gf y 15,6 gf respectivamente, por
lo tanto la cuajada elaborada con extracto enzimatico vegetal es menos firme y

mucho mas blanda que la elaborada con cuajo estandar (ANEXO 15).

Al comparar estos resultados con PEREZ (2004), quien obtuvo un promedio de
4,7 gf con extracto obtenido de Ulex europaeus sin concentrar, se aprecia que
presentd una fuerza del gel menor a la obtenida con extracto de maqui

concentrado.

Finalmente, al observar los valores promedios para fuerza del gel del extracto
enzimatico de maqui en los tres muestreos y relacionarlos con sinéresis del gel,
se observa que al existir una mayor expulsion de suero, se obtiene una cuajada
mas firme (AMIOT 1991). Esto se refleja en el extracto del tercer muestreo en
el cual se presenta una mayor expulsion de suero (13,7 ml) y una mayor fuerza
del gel (8,1 gf).

4.4.6 Electroforesis discontinua en geles PAA-SDS. GARCIA (2000), sefiala
que para romper las interacciones entre moléculas y desnaturalizar por
completo las proteinas se utiliza en el buffer y en el gel SDS, que es un
detergente anionico en dodecil sulfato de sodio que permite disociar las
proteinas o mezclas de ellas, debido a que las proteinas al ser tratadas con
SDS forman complejos proteinas — SDS que se comportan como polianiones de
modo que su separacion se hace independiente de la carga y sélo depende del

tamanfo.
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La FIGURA 14 muestra los resultados obtenidos en la electroforesis realizada.

1 2 3 4 5 6 7

FIGURA 14. Electroforesis PAA-SDS del extracto enziméatico de maqui y
estandares de peso molecular*.

*1, 2, 3, 4 estandares de peso molecular correspondientes a: albumina fraccién

V, albimina, Tripsina y B —lactoglobulina respectivamente. Banda 5, 6 y 7

extractos vegetales de muestreos 1, 2 y 3 respectivamente.

Se observa que las bandas correspondientes a los tres muestreos son poco
visibles, en comparacion a los estandares utilizados, esto se debe a la baja

concentracion de proteinas obtenidas en el extracto.

Para obtener los pesos moleculares de las bandas encontradas para el extracto
enzimatico vegetal, se realiz6 el célculo del Rf (movilidad relativa) para los
estandares de peso molecular, el cual corresponde a la relacion entre la
distancia de migracion de la proteina y la distancia de migracién del frente

idnico.
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La FIGURA 15 muestra el grafico de Rf v/s Log del peso molecular de los
estandares utilizados y la interpolacion de los valores de Rf de las proteinas del
extracto enzimético vegetal para encontrar los pesos moleculares

correspondientes.

2,1

1,8 >~

1,5 \
1,2 \'

0,9

0,6

log peso molecular

0,3

0 T T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Rf

y =-1,3044x + 2,1741

FIGURA 15. Grafico de movilidad relativa (Rf) v/s peso molecular.

De acuerdo a la migracion de las proteinas estandares, se obtuvieron los pesos
moleculares de las proteinas presentes en los extractos vegetales ultrafiltrados
correspondientes a los tres muestreos, estos valores corresponden a 53, 32 y
16 Kda (ANEXO 16), algo diferente a los pesos moleculares de 44,3y 17,3 kda
determinados por RUIZ (2005), quien prepard extractos enzimaticos con hojas

de maqui sin concentrar.

4.4.7 Cromatografia en columna DEAE celulosa. El objetivo de realizar la
cromatografia consistié en obtener la separacion de las enzimas presentes en

el extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado.
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En la FIGURA 16 se observa el perfil de elucion del extracto enzimatico de

maqui y del cuajo estandar.

0,9 M
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

Absorvancia (280 nm)

0 20 40 60 80 100 120

—a—Extracto vegetal
—o— Cuajo estandar

Volumen recolectado (ml)

FIGURA 16. Perfil de elucién del extracto enzimatico de maqui (muestreo

1) y del cuajo estandar.

Se puede apreciar que el extracto enzimatico vegetal presenta el pico mas alto
durante la primera elucién a los 20 ml de recoleccion en la cual se utilizé buffer
NaCl 0,20M. En cambio, para el cuajo estandar el pico mas alto se alcanzé6 a
los 10 ml de recoleccion, por lo tanto se habria producido la elucion de la

guimosina en esta etapa de la separacion.

HEIMGARTNER et al. (1990), sefalan que las enzimas encontradas en Cynara
cardunculus, especificamente cynarasa 2 eluye a los 20 ml de recoleccién lo

cual es similar a los obtenido por el extracto enzimatico de maqui.

En el CUADRO 14 se presenta la fuerza del cuajo de los principales picos de

absorbancia del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado.
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CUADRO 14. Fuerza del cuajo de los principales picos de absorbancia del

extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado.

N° tubo y ml de elucién

Fuerza del cuajo (g/ml)

3,4,5y 20 mi

1:2008

9,10,11y 50 m

1:1416

De acuerdo a los resultados obtenidos, la enzima eluida en la primera fraccion

presentd una mayor fuerza del cuajo que la eluida durante la segunda fraccion,

por lo tanto corresponderian a las fracciones de quimosina y pepsina

respectivamente. El cuajo estandar por su parte no contiene pepsina.

4.5 Estudio de estabilidad del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado

4.5.1 Efecto de la adicion de sorbato de potasio sobre la actividad

coagulante del extracto enziméatico de maqui ultrafiltrado. En el CUADRO

15 se presentan los resultados obtenidos para la actividad coagulante del

extracto enzimético de maqui en los tratamientos sin sorbato y con conservante.

CUADRO 15. Efecto de la adicion de sorbato de potasio sobre la actividad

coagulante del extracto enzimatico de maqui concentrado.

Meses
To T1 Ts T3
Tratamiento F.C T.C F.C T.C F.C T.C F.C T.C
Enzima UF
sin sorbato K | 1:2855 | 412 |1:2875 | 415 | 1:3058 | 400 | 1:3582 | 408
Enzima UF
con Sorbato K 1:2806 417 1:2418 427 1:2500 444 1:2359 470

FC: Fuerza del cuajo (g/ml) TC: Tiempo de coagulacion (s).
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Se puede apreciar que el valor mas alto para la fuerza del cuajo del extracto
enzimatico vegetal sin sorbato de potasio, se presenta al tercer mes con 1:3582
(g/ml), en cambio para el tratamiento con sorbato de potasio se obtuvo la mayor
fuerza al inicio del estudio (To), la cual fue de 1: 2806 (g/ml).

Con respecto al tiempo de coagulacion para el caso del extracto enzimatico
vegetal sin sorbato de potasio, se observa que en los dos ultimos meses (T2 y
T3) se obtuvo un tiempo de coagulacibn menor, en cambio para el extracto
vegetal con sorbato de potasio, el menor tiempo se obtuvo al inicio del estudio
(To).

En la FIGURA 17 se destaca el efecto del sorbato de potasio sobre la fuerza del
cuajo durante los tres meses de estudio.

4000 ~

3500 +

3000 +

2500 -

2000 -

1500 -

1000 -

Fuerza del cuajo (g/ml)

500 +

TO T1 T2 T3
B Enzima UF sin sorbato
O Enzima UF con sorbato

Meses

FIGURA 17. Efecto de la adicion de sorbato de potasio sobre la fuerza del

cuajo del extracto enzimatico de maqui ultrafiltrado.
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Se puede apreciar que la muestra control experimenta un aumento a partir del

primer mes, en cambio la muestra con sorbato de potasio presenta una

disminucién a través del tiempo en su actividad coagulante, por lo cual el

sorbato de potasio ejerceria un efecto inhibitorio sobre ésta. El hecho de que se

presente un aumento en la fuerza del cuajo de la muestra sin sorbato de potasio

durante los tres meses de estudio, podria deberse a una sobreacidificacién de

la leche calentada a 30°C y a pH 5,5, producida por las bacterias mesofilas

presentes en el extracto, las cuales fueron aumentando a través del tiempo.

En la FIGURA 18 se muestra el efecto del sorbato de potasio sobre el tiempo de

coagulacion del extracto enziméatico vegetal durante los tres meses de estudio.

480

460 -

440 -

420 A

400 -

Tiempo de coagulacién (s)

380 A

360

T0

T1

Meses

T2

T3

B Enzima UF sin sorbato
O Enzima UF con sorbato

FIGURA 18. Efecto de la adicién de sorbato de potasio sobre el tiempo de

coagulacién del extracto enzimatico ultrafiltrado de maqui.

Al comparar ambos tratamientos, se observa que el tiempo de coagulacion del

extracto enzimético vegetal con sorbato de potasio presenta un aumento a
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través del tiempo lo cual no es favorable si se quiere utilizar como método de
conservacion. En cambio el extracto vegetal sin sorbato de potasio no
experimenta mayores variaciones en el tiempo de coagulaciéon durante el

tiempo de almacenamiento.

Por otro lado, GUINEE (2004), sefiala que el efecto de las sales sobre la
actividad coagulante del cuajo se debe a la fuerza idnica del medio. Al aumentar
la fuerza i6nica del medio por la adicion de sales, se observa un aumento en el

tiempo de coagulacion del cuajo.

Segun DAVIAU et al. (2000), el aumento en la fuerza ibénica conduce a una
proteccion de la carga negativa sobre la quimosina y de la carga positiva sobre
la k-caseina lo cual impide la atraccidon enzima-sustrato. A baja fuerza idnica la
atraccion entre quimosina y k-caseina se ve favorecida por las cargas positivas
de la k-caseina, por lo tanto la adicion de aniones provoca la inhibicion de la
hidrélisis de la k-caseina por la quimosina y de la agregacion de micelas de

paracaseina, entonces no se produce la coagulacion de la leche.

4.5.2 Efecto de la adicibn de sorbato de potasio sobre la calidad
microbiologica del extracto enziméatico de maqui ultrafiltrado. Los sorbatos
son conservantes quimicos (agentes antimicrobianos) capaces de retrasar o
prevenir el desarrollo de microorganismos como la levadura, bacterias y
hongos. Sus principales mecanismos son la reduccion del agua y el aumento de
la acidez (GHADEER, 1997).

Para el caso de recuento de enterobacterias, no se obtuvo contaminacion
microbiolégica en ambos tratamientos analizados durante los tres meses de
estudio, al igual que en el recuento de Staphylococcus aureus, en el cual no se
encontré presencia de este microorganismo en los dos tratamientos. En tanto

para el recuento de bacterias mesoéfilas, se observd desarrollo de éstas, sin
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embargo no se presentaron mayores variaciones a lo largo de los tres meses de
estudio en ambos tratamientos, considerando que durante el desarrollo de este

estudio no se trabajo bajo condiciones estériles.

En la FIGURA 19, se presentan los resultados del recuento total de bacterias
aerobias mesdfilas expresados como logaritmo de unidades formadoras de

colonias ufc/ml por tres meses del extracto enzimatico vegetal concentrado.

2,5
3
> 2
8) N
= 1,5
)
o 1
-]
3)
Q 0,5
o
0
0 1 2 3
Tiempo (meses) , _
—&— Enzima UF sin sorbato
Enzima UF con sorbato

FIGURA 19. Recuento total de bacterias aerobias mesofilas en el extracto

enzimatico de maqui ultrafiltrado.

Se puede apreciar que el sorbato de potasio utilizado fue capaz de prevenir 0
reducir la proliferacion de microorganismos presentes en el extracto enzimatico
vegetal, evitando que sean sobrepasados los limites exigidos para los cuajos,
cuyo maximo permitido para bacterias mesoéfilas es 10° ufc/ml (ESPANA,
MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA, 1996).
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Por lo tanto, el extracto enzimatico de maqui se conservo adecuadamente al
adicionarle sorbato de potasio, debido a la capacidad inhibitoria de esta sal
sobre los microorganismos, pero no resulté adecuada la adicion de este
conservante sobre la fuerza del cuajo del extracto enzimético, puesto que
ejerce un efecto inhibitorio sobre ésta. Sin embargo, también se deberia
investigar el efecto de otros conservantes, tales como benzoato de sodio o
NacCl.

Finalmente, se puede concluir que de acuerdo a los resultados de estabilidad
del extracto de maqui, el método de conservacibn mas favorable seria sin la
adicién de conservantes, ya que se mantiene adecuadamente durante los tres
meses de estudio tanto en la fuerza del cuajo como en la calidad
microbioldgica, lo cual concuerda con lo obtenido por HERNANDEZ (1995),
quien trabajé con abomaso de cabrito ultrafiltrado, obteniendo como método de

conservacion mas adecuado la enzima ultrafiltrada sin conservante quimico.
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5. CONCLUSIONES

Con el proceso de Ultrafiltracion, se logré6 aumentar la fuerza del cuajo
del extracto enzimatico de maqui 2,2 veces respecto a la enzima sin

concentrar.

El pH y temperatura Optima de actividad coagulante del extracto
enzimatico de maqui ultrafiltrado fue de 5,5 y 30°C, respectivamente.

El contenido de proteinas del extracto enzimético de maqui fue inferior al

obtenido en el cuajo estandar.

La fuerza del cuajo, tiempo de coagulacién, sinéresis del gel y fuerza del
gel estan directamente relacionados con el contenido de proteinas del
extracto enzimatico vegetal, ya que comparado con el cuajo estandar, el
extracto vegetal presenta menor contenido de proteinas y por lo tanto

una menor actividad coagulante.

A través de la electroforesis se observé la presencia de tres proteinas
en el extracto enzimatico de maqui, con pesos moleculares de 53, 32 y
17 Kda.

La mejor estabilidad en el tiempo la presenta el extracto vegetal sin la
adicion de conservantes, ya que mantiene adecuadamente durante los
tres meses del estudio tanto la fuerza del cuajo como su calidad

microbiolégica.
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6. RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue obtener un extracto enzimético de
hojas de la planta nativa maqui y concentrarlo mediante ultrafiltracién para su

utilizacion en queseria.

Se realizaron tres muestreos durante el periodo invierno — primavera, se
efectuaron analisis de humedad y proteinas a las hojas de la planta y luego se
obtuvo el extracto enzimatico vegetal al cual se le realizaron pruebas de fuerza

del cuajo, tiempo de coagulacién, sinéresis del gel y fuerza del gel.

Posteriormente se sometio el extracto enzimético vegetal a una electroforesis
con el fin de determinar los pesos moleculares de las proteinas presentes en el
extracto y finalmente mediante cromatografia en DEAE celulosa separar las

enzimas coagulantes presentes en el extracto.

Los resultados sefialaron que las mejores condiciones para realizar la
extraccién enziméatica fue a pH 5,5y a una temperatura de 30°C. Al comparar
los resultados obtenidos en actividad coagulante del extracto vegetal con los del
cuajo estandar utilizado denotan una gran diferencia entre ellos, debido a que
este Ultimo presenta una actividad coagulante mayor que el extracto estudiado

bajo las condiciones especificadas.

En cuanto a la mejor estabilidad del extracto vegetal en el tiempo, la presenta el
extracto sin la adicion de conservantes, ya que mantiene adecuadamente
durante los tres meses del estudio su actividad coagulante y su calidad

microbiolégica.
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SUMMARY

The objective of this investigation was to obtain an enzymatic extract from
leaves of the native plant maqui and to concentrate it by means of ultrafiltration

for use in cheeses.

Three samples were done during the winter - spring period; analysis of
moisture and proteins were made to the leaves of the plant and then the
vegetable enzymatic extract was obtained to which tests of rennet strength,
coagulation time, sineresis of the gel and gel strength were realized.

Later the vegetable enzymatic extract was submitted to electrophoresis with the
purpose of finding the molecular weights of proteins present in the extract and
finally by means of chromatography in cellulose DEAE to separate the

coagulating enzymes present in the extract.

The results indicated that the best conditions to make the enzymatic extraction
were pH 5.5 and to a temperature of 30°C. When comparing the results
obtained in coagulating activity of the vegetable extract with those of the used
standard rennet it was denoted that there was a great difference between them,
because the standard rennet presents a coagulating activity greater than the
extract studied under the specified conditions.

As for the best stability of the vegetable extract through time, the extract without
the addition of preservatives presents the best conditions, since it adequately
maintains itself during the three months of the study its coagulating activity and

its microbiological quality
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ANEXO 1

Figura de filtros Centriplus de Millipore de concentracidon y recuperacion.




7

ANEXO 2

Determinacién del contenido de nitrogeno segun STEUBING et al. (2002).

1. Preparacién de la muestra.
e Se pesan 0,5 g de hojas de maqui y se agregan 2 tabletas Kjeldahl al tubo
digestor. Luego agregar 20 ml de acido sulfarico concentrado (98%), mezclando

en forma suave. Se deja reposar 5 min.

2. Digestion.
e Digerir la muestra por 90 minutos a 360°C. y luego enfriar el tubo.

e Agregar 50 ml de agua destilada a cada tubo.

3. Destilacion

e Agregar 70 ml de hidroxido de sodio al 40%. Se recibe el destilado en un
matraz erlenmeyer con 50 ml de acido bérico y 0,2 ml de solucién indicadora.

4. Titulacién

Se titula el destilado con una solucién de HCI 0,1N.

3. Blanco
Al mismo tiempo que se digieren las muestras, se debe digerir una muestra en

blanco que contiene 2 ml de agua destilada y 0,25 g de sacarosa.

4. Resultados
0,14 (V-Vp)

m

% (m/m) N = X 6,25

Donde: V: volumen en ml utilizado en la titulacion de la muestra.
Vo: volumen en ml utilizado en el blanco.

m: masa en g de muestra.
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ANEXO 3

Determinacion del contenido de proteinas, de acuerdo al método de
LOWRY et al. (1951).

Materiales y equipos

e Solucion A: Na,COs3 2% P/V disuelto en NaOH 0,1N.

e Solucién B: CuSO4 x 5 H20 al 1% P/V y Tartrato de Na y K al 2% P/V.
Mezclar en voliumenes iguales al momento de usar.

e Solucién C: mezclar solucion Ay B en proporciones 50:1.

e Solucion E: reactivo Folin- Ciocalteau 1N.

¢ Espectrofotometro

¢ Jeringa Hamilton 100pl.

e Pipetas 0,5y 1,0 ml.

Metodologia:

e Se miden 0,6 ml del extracto enzimatico. Para la curva de calibracion se utiliza
una solucion patron Seroalbumina de bovino (BSA) 2 mg/ml.

e Agregar a tubos de ensayo solucion BSA en cantidades de 10, 20, 30, 40, 50,
y 60 ul (20, 40, 60, 80, 100 y 120 pg de proteina) y completar con agua
destilada hasta completar 0,6 ml.

e Se agrega a cada tubo 3 ml de solucion C y se deja a temperatura ambiente
por 10 minutos.

e Se agrega 0,3 ml de la solucion E.

e Dejar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

e Medir absorbancia a 750 nm.

Blanco: 0,6 mL de buffer.



(Continuacién ANEXO 3)

Absorbancia a diferentes cantidades de solucion BSA.
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Ml solucion BSA (2 mg/ml) Mg de proteina D.O. 750 nm
10 20 0,113
20 40 0,186
30 60 0,262
40 80 0,350
50 100 0,403
60 120 0,439
0,50
0,45 - *
0,40
0,35 L J
. 0,30
g 0,25
0,20
0,15 1
0,10
0,05 |
0,00 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

ug de proteina

y = 0,0034x + 0,0553

FIGURA 20. Curva de calibracion obtenida de acuerdo al método de
LOWRY et al. (1951).
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ANEXO 4

Determinacion de la fuerza del cuajo de acuerdo al método descrito por

ALAIS (1985), modificado en la temperatura y contenido de calcio.

1. Material.
Se requiere un tarro de diametro aproximado 10 -10,5 cm. con un orificio de 1

mm de didmetro, ubicado en el centro de la parte inferior del tarro.

2. Método.

e Se toman 500 mL de leche cruda y se le agrega 0,3 g de CaCl..

e Se ajusta el pH de la leche a pH 5,5 con adicién de HCL 1N.

e Se calienta a 30 - 31°C.

e Se toman 100 mL de leche a 30°C, pH 5,5 y se colocan en el tarro con el
orificio inferior tapado.

e Se agregan 5 mL de cuajo y se agita la leche.

e Se deja escurrir la leche por el orificio hasta que el goteo se detenga

e Se toma el tiempo (en segundos) desde que se comienza a agregar el cuajo

hasta que se detiene el goteo.

3. Resultados.

Poder coagulante = 100 (mL) x 2.400 (s)
P(9) XT(s)

Donde:
100: mL de leche utilizados
2400: segundos equivalente a 40 minutos
T: tiempo en segundos
P: gramos de cuajo utilizados
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ANEXO 5

Electroforesis en geles de PAA-SDS. Método de LAEMMLI (1970)

modificado en placa.

Reactivos.

e Solucion A: Acrilamida BIS 30%.

e Solucién B: 1,5 Tris-HCI pH 8,8.

e Solucion C: 0,5 Tris-HCI pH 6,8.

e SDS 10%.

¢ Persulfato de amonio 1%.

e Temed.

e Buffer Electrodos pH 8,3 (69 tris, 28,89 glicina, 10ml SDS10%, 900ml agua

destilada).

¢ Buffer Muestra (Solucion C, glicerol 87%, SDS 10%, f mercaptoetanol 13M,
azul de bromofenol 0,05%, agua destilada).

e Reactivos de Fijacion y Tincion: Coomasie 0,25 g en 300 ml Isopropanol-
Acido acético-Agua. Proporcion: 2,5:1:2,5.

¢ Reactivo Decolorante (acido acético 7%).

Preparacion de los geles.

Gel Separador Gel Espaciador
Solucion A 1,5ml 0,25 ml
Solucién B 1,25 ml -
Solucion C - 0,625 ml
SDS 10% 50 ul 25 pl
Persulfato de amonio 1% 16,6 ul 25 ul
Temed 2,5 ul 2,5 ul
Agua destilada 2,2ml 1,5725 mi
VOLUMEN FINAL 5ml 2,5ml
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(Continuacién ANEXO 5)

Procedimiento:

e Preparar el gel separador y dejar gelificar por al menos 1 hora y luego
preparar el gel espaciador. Montar el sistema. Hacer precorrida a 50v por 10
minutos.

e Colocar 25 pl de las muestras del extracto enzimatico vegetal y 10 ul de los
estandares de peso molecular, agregar buffer electrodos y conectar a la
fuente de poder a 200v y 400maA.

e Dejar hasta que el frente i6nico llegue 1cm antes de la parte inferior de la
placa, aproximadamente 90 minutos.

e Sacar el gel del vidrio. Tefiir y Fijar por 2 horas.

e Decolorar por 12 horas.

e Medir la migracion de las bandas con pie de metro.

Preparacion de las muestras de extracto enzimatico para la electroforesis:

Muestreos Proteina ul ul buffer Ml Mg
mg/mi muestra | muestra aplicados proteinas
1 1,981 100,96 504,80 25 9,9
2 1,976 101,21 506,05 25 9,9
3 2,277 87,83 439,15 25 114
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ANEXO 6

Analisis estadistico del contenido de humedad en hojas de maqui.

Anadlisis de Varianza para Humedad - Sumas de Cuadrados de Tipo lll

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor

EFECTOS PRINCIPALES
A: Muestreos 163,141 2 81,5707 41,05 0,0000

RESIDUOS 29,8079 15 1,9872

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para Humedad segun Muestreos

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreos  Frec. Media Grupos homogéneos
2 6 51,28 X

3 6 54,7467 X

1 6 58,65 X
Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *7,37 2,123
1-3 *3,90333 2,123
2-3 *-3,46667 2,123

* indica una diferencia significativa.



ANEXO 7

Informacién meteoroldgica para los dias de muestreo.
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Datos correspondientes a precipitaciones, temperatura y humedad relativa de

los dias de muestreo.

Dia de muestreo Precipitaciones | Temperatura (°C) Humedad
(mm) Relativa (%)
12/07/05 0,2 6,8 99,0
02/08/05 10,4 9,8 80,0
13/09/05 0 10,8 58,0
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ANEXO 8

Andlisis estadisticos para proteina total en base seca en hojas de maqui.

Andlisis de Varianza para proteina base seca - Sumas de Cuadrados de
Tipo I

EFECTOS PRINCIPALES
A: Muestreo 66,5891 2 33,2945 59,77  0,0000

RESIDUOS 8,35503 15 0,557002

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para proteina base seca segin muestreo

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreo Frec. Media Grupos homogéneos

2 6 9,315 X

1 6 10,02 X

3 6 13,7017 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 0,705 1,12398
1-3 *-3,68167 1,12398
2-3 *-4,38667 1,12398

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 9

Andlisis estadisticos para contenido de proteinas del extracto enzimatico

vegetal.

Andlisis de Varianza para Proteinas del extracto - Sumas de Cuadrados de
Tipo I

EFECTOS PRINCIPALES
A: Muestreos 35,7108 2 17,8554 3,52 0,0557

RESIDUOS 76,0168 15 5,06778

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para Proteinas del extracto segin Muestreos

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreos Frec. Media Grupos homogéneos
2 6 19,7583 X

1 6 19,8167 X

3 6 22,775 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 0,0583333 3,3903
1-3 -2,95833 3,3903
2-3 -3,01667 3,3903

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 10
Resultados de analisis realizados a la hoja y extracto de maqui.

Muestreo | M | Rep. H PT PE FC TC SG FG

(%) | (%) |(mg/g) | (g/ml) |(s) (ml) | (gf)

1 1 1 56,12 | 3,93 | 18,75 | 1:2857 | 419 10,0 | 6,25
2 55,96 | 3,94 | 17,89 | 1:2892 | 405 12,0 | 7,50

2 1 54,43 | 3,95 | 22,29 | 1:2513 | 407 14,2 | 8,75

2 54,97 | 4,02 | 2,324 | 1:2682 | 406 15,3 | 8,75

3 1 51,86 | 4,28 | 18,27 | 1:2962 | 412 13,1 | 7,50

2 55,14 | 4,73 | 18,46 | 1:3137 408 120 7,50

2 1 1 58,15 | 4,85 | 18,75 | 1:2909 | 410 12 7,50
2 56,97 | 4,96 | 19,44 | 1:3077 | 401 10,3 | 6,25

2 1 61,75 | 4,31 | 22,77 | 1:3200 | 390 |115 7,50

2 58,56 | 4,11 | 21,30 | 1:3158 395 | 11,8 7,50

3 1 59,26 | 4,35 | 17,68 | 1:2857 | 405 12,1 | 7,50

2 57,21 | 4,64 | 18,61 | 1:2963 | 408 12,3 | 7,50

1 1 51,15| 5,92 | 19,78 | 1:2944 406 17 10,0

3 2 51,90 | 5,92 | 19,93 | 1:2926 | 408 15 8,75
2 1 51,80 | 5,94 | 23,61 | 1:3000 | 400 12 7,50

2 51,34 | 5,92 | 22,77 | 1:3096 | 398 10 6,25

3 1 49,90 | 5,97 | 24,74 | 1:3157 | 397 13 7,50

2 51,59 | 5,89 | 25,82 | 1:3200 | 395 15 8,75

Donde: H: humedad (%) P.T: Proteina total (%) P.E: Proteina del extracto (mg/ml)
FC: Fuerza del cuajo (g/mL) TC: Tpo de coagulacién (s) SG: Sinéresis del gel (ml)
FG: Fuerza del gel (gf).

Célculo de Proteinas del extracto en mg/g:

0,59 —® 5mL extracto 1,875 mg /ml x 15 ml =18,15 mg/g
X ’

15 mL extracto final 15¢g
X=15g¢g




(Continuacién ANEXO 10)

Voliumenes obtenidos en el proceso de Ultrafiltracién.

Muestreo | Rep. | Vol. Entrada Vol. Salida Volumen
(mL) (mL) Concentrado (mL)
(Permeado) (Retentado)
1 1 260 200 60
2 250 188 62
3 262 198 64
2 1 270 202 68
2 259 196 63
3 261 199 62
3 1 258 193 65
2 265 201 64
3 268 202 66
Luego:

Volumen entrada (mL)

Volumen concentrado (mL)

Ejemplo de calculo:

260=43=4

60

= Factor de concentracion
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ANEXO 11

Andlisis estadisticos para fuerza del cuajo del extracto enzimético vegetal.

Analisis de Varianza para Fuerza del cuajo - Sumas de Cuadrados de Tipo
11

EFECTOS PRINCIPALES
A: Muestreos 162240,0 2 81120,1 3,05 0,0776

RESIDUOS 399576,0 15 26638,4

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para Fuerza del cuajo segun Muestreos.

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreos Frec. Media Grupos homogéneos
1 6 2840,5 X

2 6 3027,33 X

3 6 3053,83 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 -186,833 245,801
1-3 -213,333 245,801
2-3 -26,5 245,801

* indica una diferencia significativa.

Calculo para Fuerza del cuajo: 10 g hoja —» 100ml buffer acetato
X —® 5mlextracto obtenido
X=05¢g
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ANEXO 12

Andlisis estadisticos para tiempo de coagulacion del extracto enzimatico

vegetal.

Anadlisis de Varianza para Tiempo de coagulacion - Sumas de Cuadrados
de Tipo Il

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor

EFECTOS PRINCIPALES

A: Muestreos 274,333 2 137,167 3,53 0,0553
RESIDUOS 582,167 15 38,8111
TOTAL (CORREGIDO) 856,5 17

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para Tiempo de coagulacién segun
Muestreos

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreos  Frec. Media Grupos homogéneos
3 6 400,667 X

2 6 401,5 X

1 6 409,333 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 7,83333 9,38227
1-3 8,66667 9,38227
2-3 0,833333 9,38227

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 13

Analisis estadisticos para sinéresis del gel del extracto enzimatico

vegetal.

Andlisis de Varianza para Sinéresis del gel - Sumas de Cuadrados de Tipo
1]

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor

EFECTOS PRINCIPALES

A: Muestreos 12,04 2 6,02 1,76 0,2061
RESIDUOS 51,36 15 3,424
TOTAL (CORREGIDO) 63,4 17

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para Sinéresis del gel segun Muestreos

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreos  Frec. Media Grupos homogéneos
2 6 11,6667 X

1 6 12,7667 X

3 6 13,6667 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 1,1 2,78674
1-3 -0,9 2,78674
2-3 -2,0 2,78674

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 14

Andlisis estadisticos para fuerza del gel del extracto enzimético vegetal.

Anadlisis de Varianza para Fuerza del gel - Sumas de Cuadrados de Tipo Il

EFECTOS PRINCIPALES
A: Muestreos 2,08333 2 1,04167 1,09 0,3611

RESIDUOS 14,3229 15 0,954861

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Contraste Multiple de Rango para Fuerza del gel segun Muestreos

Método: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Muestreos Frec. Media Grupos homogéneos
2 6 7,29167 X

1 6 7,70833 X

3 6 8,125 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 0,416667 1,47163
1-3 -0,416667 1,47163
2-3 -0,833333 1,47163

* indica una diferencia significativa.



ANEXO 15

Imagen de cuajo vegetal y cuajo estandar HALA.
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Cuajo Vegetal

Cuajo Estandar




ANEXO 16
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Obtencion de pesos moleculares de proteinas del extracto enzimético

vegetal encontradas utilizando electroforesis en geles de PAA-SDS.

Posillo Proteina Dist. de Migracion Rf P.M. (KDa)
ne (cm)
1 Albumina Fr. v 1,74 0,254 68
2 Albumina 2,93 0,428 45
3 Tripsina 4,34 0,635 20
4 B-lactoglobulina 4,97 0,727 18
5 Muestreo 1 2,56 0,357 53
3,83 0,560 32
5,21 0,763 16
6 Muestreo 2 2,56 0,357 53
3,83 0,560 32
5,21 0,763 16
7 Muestreo 3 2,56 0,357 53
3,83 0,560 32
5,21 0,763 16
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