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PROLOGO

La evolución que ha experimentado la aqroi ndust,ri a

en estos últimos aCTos es cada vez sorprendente par el

aparecimiento de nuevas productos ya preparados, "listas''

para el consumidor, tales corno bebidas fermentadas

productos cereales, 	 den vados de cnni c:os	 lácteos,

frutas etc. Faro exista una limitante, pues ci poder

adquisitivo-está permitido sólo para ciertos grupos

quedando relegadas 3. as ma yor as cia las clases populares

Los	 altos ' pr'ac i be que deban pagarse por	 aquellos

productos se deben ajos costasda producción como la

faltata	 de tecnoi ai a adecuada a nuestro medio para
L

producirlos.

Con estas consideraciones y dejando de lado las

modalidades teorizantes en una investigación, he tratado

de ser objetiva y práctica a fi n de hacer un aporte a las

ind j:r:L t a 5. como al pequeño productor que tiene

que ver con la elaboración de quesos, he llevado adelante

el presente Terna de investigación  que consiste c.n

obtani ón de Reril na (Cuajo Animal) en polvo



Como	 una	 -forma provechosa	 de	 utilizar	 las

oportunidades	 que	 ofrece el amplio campo	 de	 la

enzimoloqia, que ha menudo es subestimado por quienes

están relacionados con La producción alimentaria
-

La modalidad de esta investigación se realizó

considerando las formas tradicionales que en nuestro

medio se siguen para la obtención de este producto con

sincero propósito de mejorarlo y ser accesible a quienes

requieran de este proceso cumpliendo asi a con el principio

de la Universidad Técnica de promover el desarrollo del

sur del País.
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RESUMEN

Se estudió la obtención, aplicación y conservación

de la reniria, mediante diferentes enzayos hasta encontrar

en cada caso ci método óptimo

En	 la obtención se utilizó el	 cuajo	 fresco

proveniente Je bovinos, y el cuajo seco que se consigue

en el mercado, mediante maceración con diferentes

componentes se logró obtener un estracto líquido, al que

se clarificó y concentra- por :i iofi 1 :ización y atomización,

con este concentrado en polvo se hizo la aplicación en

diferentes cantidades a leche fresca hasta lograr una

coagulación normal.

Finalmente se estudia-si la conservación

durante 5 meses de las enzimas concentradas producía

algún cambio en la actividad de las mismas
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1. 1 NTRODUCC ION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El escaso conocimiento acerca de la importancia que

tienen las enzimas dentro de 3.a agroindustria, ha

repercutido en la escasez de investigaciones referidas a

este tema, el bosquejo del esquema que permita la

obtención de renina en polvo, inicia el logro de un

factor elemental para las industrias lácteas, y abre el

camino para investigaciones complementarias

1.2. SIGNIFICADO DEL PROBLEMA A NIVEL RURAL E INDUSTRIAL

Los productos agroindustriales, entre los que se

encuentran los derivados de la leche, el queso

especi+icamente, en general se presentan al consumidor

corno resultado de una elaboración empirica, en el que se

emplean	 coagulantes de tradición corno es el cuajo

obtenido en la propia finca de acuerdo a las habilidades



dc:t ganadero o del encarado a esta actividad.	 El

producto	 terminada	 lógicamente 	 nc	 reune	 las

c.aract eristi, c:as de calidad elementales, esta

circunstancia exige ci mejoramiento de estos métodos

mediante el uso de la tecnoloc:i a apropiada y adecuada a

nuestro msdio

En la industria,  donde se requieren enzimas en

mayor cantidad y de buena calidad,dad se recurro a la

importación,  el ev1ndose de esta manera el costo del

producto final, limitando iaadquisición a un buen grupo

del sector popular.

1.3.. OBJETO DE LA INVESTIGACION

El objetivoyo pi anteado OSq imitando  el proceso

tradicional do obtención de enzimas, analizar hasta

encontrar el método optimizado cuyas cualidades de.

aplicación y conservación aseguren el contar con un

producto confiable.

1.4.. SUPUESTOS Y LIMITACIONES

Teniendo en cuenta que las enzimas obtenidas en la

presente	 investigación  c:Ieberkn presentar 	 cualidadesdados

similares a las de importación afin de sustituirlas a

corto plazo. Las limitaciones  c:I ue se presentan se reducen

a los equipos con los que se cuenta o bien la provisión

de materias a partir de las que se inician los ensa yos de

obtención





II. LAS ENZIMAS

2.1. GENERALIDADES SOBRE LAS ENZIMAS

La palabra enzima (del griego, "en levadura") fue

introducida en 1878 por el fisiólogo Alemán W Kuhne Las

enzimas participan esencialmente en la asimilación de

materiales nutricios y en la biosíntesis del protoplasma

estas y muchas otras observaciones nos conducen a la

convicción de que las enzimas son los catalizadores

orgánicos esenciales que poseen y producen todas las

células vivas, sin las cuales seri'an imposibles los

procesos vitales. (1)

Todas las enzimas investigadas hasta ahora

pertenecen al grupo de las proteínas y por ello tienen

todas las propiedades características de las mismas, de

estas propiedades la de mayor significación para la

enzimologla es la labilidad de la estructura enzimtica.

i	 Babor I. pp. 1062-1063
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Las	 modificaciones	 en	 la	 estructura	 a	 la

desnaturalización significan lo mismo que pérdida de la

actividad enzimtica	 La estabilidad de las enzimas se

verá	 influenciada	 entre	 otros	 factores	 por	 la

temperatura, la concentración en ián hidrógeno y la

concentración en sales; mientras que a elevada

temperatura los ácidos y bases fuertes a la agitación

mecánica fuerte producen una desnaturalización de la

molécula de proteína nativa, las concentraciones elevadas

de sales o alcohol llevan en general a una precipitación

reversible de la proteína nativa, can la que la actividad

permaneced	 Esta propiedad resulta de utilidad en la

tecnología de preparación de enzimas. 	 Las enzimas

precipitadas reversiblemente pueden separarse de	 la

mezcla	 de	 sustancias	 mediante	 centrifugación	 o

filtración El hecho de que :Las proteínas se comporten

como electrolitos en un campo eléctrico se utiliza para

la separación electroforética de enzimas

Como	 catalizadores	 las	 enzimas	 tienen	 las

siguientes propiedades

1 Actúan en cantidades mi'nimas

2 Resultan inmodificadas después de la reacción

3 Dentro de unos limites de actividad más amplios no

tienen influencia sobre la situación del equilibrio de

la reacción sino que claramente aceleran su

establecimiento.



22.. FORMAS DE ACTUAR DE LAS ENZIMAS

La parte directamente responsable de la reacción

catalítica dentro de una molécula de una enzima se

denomina centro activo". Este puede ser bien una parte

determinada de la propia molécula protéica o estar

formado por un "grupo prostético" que carezca de carácter

proteico	 Los grupos prostéticos, que contrariamente a

las proteínas son relativamente termoestables, son

derivados vitami'nicos múltiples, poseen en general un

peso molecular de 10 hasta 10 y se pueden precipitar en

muchos casos de las protei'nas enzimátic:as que ya no serán

activas. El centro activo de una anzirna determina el

tipo de reacción enzimtica del sustrato, mientras que la

geometria estructural de la enzima -el lugar utilizable

de la misma- es la responsable de la especificidad

respecto al sustrato de la enzima, esto es de la elección

del sustrato a reaccionar.	 Los productos de la reacción

formados a partir de una molécula de sustrato	 se

separarán de la enzima en cuanto se consiga la

transformación, para que éste se encuentre libre para dar

lugar a otras reacciones del misma tipo. La velocidad de

este proceso cíclica oscila según cada enzima entre 10
7

y lo moléculas de sustrato / centro activo / minuto.

De esta forma una enzima puede reaccionar, en sólo

un minuto con el sustrato en hasta mil veces su pesc

especi-F i co.



2.3. CONDICIONES PARA LA ACTIVIDAD ENZItIATICA

2.3.1.. Concentración del sustrato

A pa ti r de la figura Nro :1 se puede

i maqi nar faci 1 mente que el número de intercambios por

un i. dad de ti. empó depende de la probabilidad del choque

entre la enzima y el sustrato.	 Esta probabi 11 dad se

OQO
•	 UF!)

E: +- s	 <===:::.	 Es	 ............................:> 	 E: +

Fi c: 1 RepresentaciÓn esquemt i ca de

la	 formación	 dci	 complejo

enz i masustr ato. E 	 enzima,

sustrato	 E = producto	 de la

reacción

det.ermi nar á manten iendo la concentración da la enzima

constante a través de la concantraci c5n del sustrato.

2.3.2. Temperatura

La ve--, i o c i dad de una reacción e n z J. ín&ti ca

depende da la temperatura tal y como lo hacen todas ]. as

reacciones quimi cas. 	 Una ci. evaci ón de la temperatura de
o
1 E.	 supone	 una	 el c? va i ó 	 de	 1 a val o  i dad da



reacción en un 10 X o mts

Para la determinación de la actividad enz 1 mtica

en la que se mide la transformación de sustrato por

unidad de tiempo, es mantener la temperatura constan.Le

Debido a las propiedades prot.i. c:as de las enzimas, la

temperatura	 no puede aumentarse ilimitadamente  para

aumentar la velocidad de reacción	 porque el aumento de

temperatura supone desnaturalizaciónzac:ión adicional	 es decir

ptrd ida de actividad 	 en la mayor parte de :to: casos en

las proteinas animales

	

	 el óptimo de la temperatura se

encuentra en las proximidades de la temperatura corporal
o

en los vegetales puede encontrarse entre los /o y 70 	 C.

2..3.3	 Valor del pH

Los ¡unas H no sala ejercen una

desnaturalizaciónzaci ón ácida de las enzimas sino que además

influyen sobre la carga e:tóc:tri ca de las enzimas y del

sustrato y por lo tanto sobre la formación  del complejo

enzima-sustrato.	 Para cada enzima se puede tener un

valor de pH Óptimo distinto.nto.

23.4 Otros factores

La actividad  de las enzimas también puede

atrofiarse por concentraciones salinas elevadas y por

concentraciones alcohólicas también elevadas,

probablemente debido a que la capa de hidrato de los

/

,
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grupos ionizables de la molécula protica se verá

afectada y por lo tanto la estructura superficial,

llevando esto a una variación de la fuerza de enlace

entre enzima y sustrato. Hay una serie de sustancias que

influyen	 sobre la actividad enzimtica incluso 	 en

peque1as concentraciones,	 mientras que mediante	 la

adición de activadores puede llegar a conseguirse un

aumento en la velocidad de reacción. 	 Al grupo de

activadores pertenecen por ejemplo iones y también

compuestos sulfhidrilicos que reactivan aquellas enzimas

cuyas posiciones de enlace se pudieran bloquear por-

oxidación del grupo sulfhidrilo Al grupo de inhibidores

pertenecen los iones de metales pesados que bloquean en

algunas enzimas los grupos SH activos así como los

cianuros, algunos pesticidas y detergentes

235. Especificidad enzimática

La propiedad más notoria e importante de

las enzimas es su elevada especificidad catalítica, es

decir, la posibilidad de reaccionar con sólo determinado

sustrato Por lo tanto mediante la utilización de

enzimas se puede llegar a recoger una sola sustancia en

forma especifica y cuantitativa a partir de una mezcla de

sustancias que contengan un gran numero de componentes

parecidos (4)

4.. GUNTERL.. pp.. 108-110

d



2.4. CLISIFICACICN DE LAS ENZIMAS

Como las enzimas conocidas en la ctualidad son unas

700 se hace cada vez más importante el poseer un esquema

preciso de clasificación y nomenclatura (12). Según la

recomendación de la International Unjan of E{iochemistry

(IUB) el nombre de una enzima está formada par tres

partes

- La primera parte designa el (a las) sustrato (s),

La segunda parte dice algo sobre el tipo de reacción

catal izada

- La tercera parte esta formada por el subf i jo "asa" (4)

Las	 enzimas	 se clasifican	 en	 seis	 grupos

principales cama se muestra en la siguiente tabla

vi

4. Lippke G. pp.. 108-112

12.. Trease G. pp.. 560 - 570



TABLA No 1

CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

(BRt.JFO	 N(JNII3RE LOMLJN	 NOMBRE si 5TE:MAr i co

0 Ox i reduct.a-	 Glucosa deshi dro-	 ,'-D-L31 ucosa NAD (P)
S3S	 nasa	 Dxi reductasa

2) Trans+era	 °-L31ucán fosfori	 4 Olucn orto-
5855	 lasa	 osato-»qiucosii....

transf er'asa

3)Hidrolasas

4)Li asas

5)isomerasas

Li pasas

Cloro-Fil asa

Tan as a

1doii.asa

Ma:1 cato ¡somera-
s El

€31 :Lceroi ''-éster hidra
1

Cloro'fii-c:loro-Filido»-
hi drol osas

Tani no-aci ]. -hi drol asa

Cetcsa'-'1---fe;fatç alde
h. do-'-i. iasa

Nialeato	 cis»-trans'--
:L somerasa

6)Liqasas	 Asparqina sinte'--	 L-Aspartato amino 1 i
tase	 gasa (ADF',)

-----------------

La anterior relaciónÓn posee una numeraciónn c:(e

clasificación para cada enzima, por ejemplo a la enzima

Rsninau le corresponde el número 3.4.43	 El primer

número se refiere al tercero de los é grupos principales,

y los otros números a posteriores subdivisiones.

El grupo de hi drol asas (3) comprenden muchos tipos,

diferentes de los cuales tienen importancia  i ndustr-i al

a) Hidrc5l isis de €steres... Se incluyen aqui las lipasas



1 :1.

que pueden ser de origen vegetal o animal, hidrolizan

tos glicéridos.

b) Hidrólisis de azúcares y heterósi dos	 Todas las

enzimas que hi drc:d izan azúcares, carbohidratos y

heterósi dos pertenecen al importante  rupo de las

qlL:ósicic)-hidro:iasas (3.2.1), hidrolizan azLkcaree

,--fruct.ofurenosi dasa suc:arasa o i nvcrtasa) , lactasa

mal teca	 qcnc:iobi ase,	 y	 treci. aseO	 Hidrolizanizan

po1 i sacri c:Ioe	 0< ami isa	 ami lasa,	 cci u! esa

11 quenase,	 i nul ase	 Hidrolizan heterósi dos J5-

cii uc:oei dasa c ,--D-1 cói do q i ucohi drol ase.

c) Hidrólisis del enlace C--N ....Enzimas que actúan sobre

los enlaces pepti di cas, pertenecen a este grupo las

enzimas de origen animal: pepsina, reni na , tri psi na,

trombina y piasmi na enzimasmas veqetal €?S papal nc

bromei me y + icine. (12)

2.4.1. Enzimas Industriales

Aunque la cantidad de enzimas conocidas es

realmente extraordinaria, sólo unes pocas se producen c:c:)n

finalidad  indust.r1el ..	De acuerdo a su origen, pueden

ci asif i caree en microbio]. óq:i cas • por ser de origen

mi croti ano; vegetales, por aislarse a partir de plantas,

y finalmente, enzimas de origen animal.

2.4.1.1. Enzimas de origen microbiano

Se obtienen industrialmente a partir de

cultivos de microorganismos seleccionados. 	 Muchos de



éstos segregan enzimas que pueden estar- contenidos en el

interior del cuerpo celular o bien :10 segregan al medio

de cultivo; los cultivos pueden hacerse en superficie o

sumergidossumergidos 9 la extracción es mediante la + u trac i bn de

los medios de cultivo	 utilizando disolventes orgánicos,

como metanol • etanol 	 acetona, etc	 los concentrados

pueden secarse posteriormente al aire o en vacion 	 Entre

otros tenemos

mi 1 asas - Pueden dividirse en los que dextri ni z an el

	

almidón o lo 1. iquifica.n	 hidrolizando las

enlaces q l ucosidi cos en diversos puntos de la gran

molécula de almidón. Los que lo sac:ari fi can son los

que producen grandes cantidades de azúcares reductores

a partir de almidones o dcx trinas, los productos

finales  de la reacciónbn suelen ser predominantemente

glucosa.

Froteasas mi crobi arias. - Se emplean para curtir cuero

quitar	 manchas	 en	 las

ti ntoreri'as, en la elaboración de cervezas., en la

industria textil y papelera y para reblandecer la

carne, pero en esta aplicación no aventajan a la

papal na..

Enzimas mi cróhi cas pcti casa ..... Pueden	 obtenerse	 del

	

Asperqi 1 lus	 nicer	 y

otros horiqos • estas enzimas actúan sobre la pectina o

ci ácido pécti co y constituyen preparaciones

comerciales para la elaboración de zumos de -frutan

MM



-- :t:nvertas& m:i crobi ana. existen preparaciones a partir

de la levadura particularmente

del Sac:charomycee cerevi si se la levadura desecada

constituya i.ra preparación bruta de i nvertasa que es

apta para elaborar ciertas melazas especiales, en

conf i ten a	 para elaborar caramelos	 rellenos	 de

liquido

L.ac::tasa mi crobi ana. - se utiliza principalmente para la

producción de suero de leche:

hidrolizadosizados	 y 	 lactosa sobre todo	 en	 piensos

concentrados	 también aplicación en la elaboración de

helados y en la lecho concentrada, esta enzima puede

obtenerse dei Saccharomyces f raqi. lis; la leche

contiene el azúcar denominado lactosa producto que es

i.tn di. sacri do compuesto de glucosa y qal ect.osa , :i a

enzima i. actasa rompe este d3. sac::tr i do en sus dos

componentes con lo cual se evita el problema de la

formación de cristales de lactosa en quesos y halados

que cuando se encuentran presentes en los helados

producen una sensación arenosa en la boc:e

Glucosa-ox : dase microbiana., - se aplicace esta	 enzima

para	 destruir peque?iss

concentraciones de azúcar en la producción industrial

de blanca de huevo a partir de la albúmina de huevo

puede aplicársela para suprimir oxígeno en presencia

de un exceso de glucosa en te elaboración de mayonesa

bebidas gaseosas o para suprimir el oxígeno de las

vasijas cerradas qU.E contengan productos alimenticias os

UNE



desecados

Lipasas microbiológicas - sirven	 para	 obtener

concentrados	 de	 las

vitaminas liposolubles al hidrolizar una porción del

aceite	 y	 separar los	 productos	 de	 hidrólisis

consi quióndose un	 producto muy concentrado	 y

relativamente económico s	en farmacia se utilizan
lipasas en la elaboración de productos digestivos para

qeriatria (11)

TABLA No 2

ALGUNAS ENZIMAS IMPORTANTES Y LOS MICROORGANISMOS QUE LAS

PRODUCEN

14

ENZIMA

Ami lasas

Dex transacarasa

Descarhox i lasa

Peni ciii nasa

Invertasa

Lactasa

Li pasa

Ami lasas

Ccl u? asa

Glucosa-oxidasa

BACTERIA QUE LA PRODUCE

l3aciilus subtilis

B polycnixa

Leuconostoc mesentteroi des

Aerobacter aeroqenes

B. brevis

keyqion1 qoq Lii.

Saccharomyces cerevisiae

S. fraqilis, Torula cremoris

Candida lipolytica

!igb= nw la

Asperq:iilus niqer, Rhizopus
or yz ae

Myrothecium verrucari a

Penici 11 ium notatum

11, Rafols W. pp. 571-610
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Lipasa
	

Ñ. luchuensis

Pect i nasas
	

E4yssochl amys ful va

Fr ateos a
	

Morriereila reriispara

TABLA No 3

ALGUNAS ENZIMAS DE ORDEN MICROBIANO Y SUS APLICACIONES

ENZIMA	 APLICACIONES

Amilasas	 Licuación	 y	 sacarificación	 del

almidón

Reducción de la viscosidad de los
- Amilasa

Licuante	 jarabes de chocolate

Apresto	 de	 papel	 y	 textiles

(encol ada)

Destrinoqnica	 Eliminación de apresto en textiles
Sacarificante

Clarificación del Jugo de frutas

Producción de Jarabe de maíz
- Ami lasa
• Sacarificante	 Modificación	 de la miga en	 la

industria panadera

- Dextransacarasa	 Producción de dextrario y de fructosa

Eliminación de glucosa en huevos
- Glucosa-oxidasa

antes de la desecación

Producción de núcleos blandos en
- Invertasa

bombones

Prevención de estructura arenosa en
- Lactasa

productos lácteos

Fabricación de quesos usando leche
- Lipasa

pasteurizada

Clarificación de jugos de frutas y

- Enzimas pécticos vinos	 aceleración de la filtración



- Penicilinasa

- Enzimas
proteoi ticas

(peptoni zantes
y peptizantes)

de productos frutales que contengan

pectina

Destrucción	 de	 la	 actividad

antibiótica de la penicilina

Licuación	 e	 hidrólisis	 de	 la

caseina	 1 actoal bdmi na, gelatina.

Eliminación de turbidez por-

enfriamiento en la cerveza, pelado

de pieles mojadas, eliminación de

colorantes (10)

2.4.1..2. Enzimas de origen animal

Las	 enzimas de residuos animales	 más

corrientemente utilizadas en la industria, son

Pancreatina, se obtiene del páncreas de los ganados

vacuno y porcino.	 La citada glándula contiene lipasa

que digiere las grasas, dos proteinasas de tipo

pancreático, tripsina, quimotripsina y una amilasa

pancreática que es una alfa-amilasa. Para ciertos

usos las glándulas pancreáticas se secan y una vez

obtenido el polvo se criba con el fin de separar,

ciertas fibras, pudiéndose aplicar directamente.

Mediante la extracción cbn disolventes orgánicos se

obtiene la insulina, casi toda la insulina comercial

se obtiene del páncreas de buey o de cerdo.

- Pepsinas, se encuentran en el jugo dástrico segregadas

por un gran número de células de la mucosa çjstrica;

10. Frescott S. pp. 708-710
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tienen poder digestivo para las proteínas.	 Para la

preparación comercial se parte generalmente de la

mucosa gástrica de cerdo y de buey.	 Las aplicaciones

de pepsina son muy numerosas, en Medicina combate

ciertas alteraciones gástricas formando parte de

distintos preparados farmaceüticos, se usa en la

fabricación de peptonas y en la digestión de la

gelatina para recuperar la plata de las películas

fotográficas.

- Renina o Cua j o, es segregado por el cuarto estómago de

terneros o corderos jóvenes, aunque esta enzima es

utilizada generalmente en la fabricación de quesos, en

algunos paises y esta Universidad se han obtenido

enzimas de origen microbiano para sustituirla

Tripsina, como producto comercial se elabora tripsina

a partir del páncreas del cual se han suprimido la

mayor cantidad de amilasa y lipasa que suele contener'

y se han dejado Ünicamente las enzimas proteoliticas

24. 1.3 Enzimas de origen vegetal

Se	 citan das grupos importantes: 	 Las

proteasas que contienen diversas plantas, y amilasas que

generalmente	 se	 encuentran	 en	 las	 cereales,

industrialmente las proteasas de mayor importancia son

- Papaína, la papaya contiene un látex que en los

c.dtimos alias ha llegado a ser- una de los productos más

apreciados del comercio por su gran poder de digestión

de las proteínas, esta sabia recibe el nombre de

"papaina bruta", el látex se obtiene de sangrar los
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frutos verdes de? :tos árboles j óvenes	 pues el fruto

maduro ya no contiene la enzima, las gotas de látex se

recogen en un recipiente de loza	 se seca rápidamente

para evitar pérdidas de enzima, en hornos adecuados
o

sin que sobrepasen los 38 C.	 Para medir la actividad

del látex se vierte una ciertaerta canti dad en :t a l echo,

teniendo la facultad de coagularla como el cuajo en

la fabricación de cervezas se a p lica papaína para

eliminar :la turbidez, en las industrias textiles se

emplea como agente ci sri -fi cante 	 en farmacia entra en

la fórmula de numerosos preparados que 'Facilitan la

di qest.ián	 como ant ihelmi'nti co, en la difteria, y en

lesiones de la piel.

-. Fi cina se obtiene del látex de árboles tropicales del

género	 F:i cus	 la	 -fi c 1 na contiene 	 una	 enzima

pr'ot.eol iti c:a	 muy	 potente	 utilizada	 en	 muchas

industrias,  :i	 enzima cristalizada resulta ser una

proteína, se inactiva  con agua oxigenada o con yodo

Eromei i na se extrae de les raic:es tallosos y frutos de

la pila americana, es capaz de coagular la lec he. Si.

la actividad de la pro.si nasa disminuyenuye cuanto más

maduro es el fruto de la papa ya, esto no sucede en la

bromel i. na	 Se	 precipita bromel 1 na con alcohol,

recuperandq este disolvente y si zumo residual por su

contenido en azúcar, se emplea para la fermentación

al cohc1 i ca	 3 litros  cJe zumo fresco producen 5 gramos

de enzima casi incolora (ti)

A
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2.5. LOS RUMIANTES COMO PROVEEDORES DE ENZIMAS DE ORI

ANIMAL

De entre los rumiantes, los bovinos son los

principales proveedores de renina. En el aprovechamiento

integral de los bovinos se incluye la utilización de

visceras y órganos abdominales, para el presente estudio

se escogió el cuajar que servirá para extraer la renina,

enzima que aún no ha podido ser sustitui'da por otras, que

lleguen a reunir las mismas cualidades.

Para conocer mejor el cuajar, denominado

técnicamente abomaso, se presenta en una gráfica su

situación, luego se hace una.descripción del estómago en

conjunto para comprender el aporte del 'cvaia r dentro de

la actividad digestiva en los bovinos.

2.5.1.

	

	 Situación de los órganos abdominales y

toráxicos en los bovinos

Fig 2

Pulmón	 Bazo	 Panza Riñón	 Intestino
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2.5.2. Descripción del estómago de los bovinos

El aparato digestivo ocupa la mayor parte

del cuerpo del animal, en la anatomi'a del estómago de los

bovinos se distinguen: rumen o panza; retículo, bonete o

redecilla; omaso o librillo; y, abomaso o cuajar,

indicados en orden al paso de los alimentos. El rumen e

la cavidad mas grande que posen los bovinos en este

aspecto. Mientras el animal es lactante el rumen es más

pequeílo que el retículo y no es activo.

Saco superior	 Er,tómago t zratur. tkbajo

de la panza	 el aulo de la panza

Fig 3 Estómago compuesto rnultilobular de los

bovinos, las flechas indican el paso de

los alimentos.

Es a partir de la ingesta de alimentos bastos

(hierba, heno) que el rumen empieza a desplegarse,

ocupando pronto el espacio que le corresponde. El

retículo o redecilla es más compacto que el rumen y

muestra una fuerte musculatura.	 Su membrana mucosa está



dividida en cuadriculas que le dan la apariencia de una

red. Otra caracteristi ca es la ranura oso.f:qi ca que lo

atraviesa desde iaembocadura del esófago hasta la

entrada del abomaso	 por esta ranura o canal va la leche

directamente al abomaso en los animales jóvenes, sin

pasar por las demás cavidades gástricas. 	 El librilloib

ostenta plegamientos delgados que parecen colgados hacia

su interior, al igual que las páginas de un libro tendido

horizontalmente por su espalda.	 Estos pi eqamientos

revestidos  de una membrana mucosa muestran a la vez una

serie de verrugas con una superficie muy áspera que

sirven para triturar los alimentos

Por fin está el ahc:maso o cuajar, es el verdaderoo

estómago de los rumiantes (activo, pues qui mi camente)

único departamento gástrico que dispone de glándulas

secretoras liberadoras de sustancias Y disolventes que

preparan la comida para la acción absorbente de .Los

intestinos

2..3. Digestión de los bovinos

Tras un breve masticado, los bovinos tragan

bocados de bastante vol amen que entran mojados con saliva

en la parte anterior del rumen	 De ahi son lanzados al.

ret 1 cul. o de donde vuelven con la misma fuerza. En este

va¡-vén las componentes del bolo alimenticio quedan

perfectamente mezclados y as¡ entran es el rumeriAunque

este órgano no tiene glándulas alberga un gran número de

microorganismos y bacterias que destru yen la estructura

Km



de la celulosa. Después de 30-45 minutos empieza la

rumia, el animal realiza una concentracidn del alimento

en 'forma de bola, en la embocadura del esófago, y lo

transporta hasta la boca, donde mastica otra vez el bolo

alimenticio muy detenidamente

En un rqimen de alimentación normal, se calcula

que sólo la rumia mantiene a los animales activos de 6 a

8 horas diarias

Cuanto más progresa la rumia tanto más liquido se

presenta el alimenta, la rumia se realiza en cualquier

posición cómoda que encuentra el animal, si el animal es

molestado se suspende la rumia para reanudarse una vez

que el animal vuelve a estar cómodo y tranquila. En el

amaso o librillo sigue el proceso de desmenuzado atan por

más tiempo después, la masa así preparada pasa al abomaso

o cuajar y desde aquí la digestión se realiza como en las

demás especies de animales (6)

El Cuajar

2.5.4.1. Estructura

El abomaso o cuajar se encuentra

revestido par una mucosa glandular, de la cual una

estrecha zona de glándulas cardiales son de colar pálido

en el orificio abomasal, el fondus y el cuerpo presentan

las glándulas gástricas, mucosa esta que en estado fresco

6 Helmut M	 pp. 20-28



ofrece un color rojo pálido y numerosas pliegues

permanentes en dirección oblicua desde las lados del

surco del órgano hacia la curvatura mayor y porción

pilárica Esta ultima porción está tapizada por una

mucosa rugosa y amarillenta,desprovista de pliegues, aqui

es donde se localizan las glándulas pilóricas

Las capas musculares longitudinal y circular del

cuajar aumentan de grosor hacia el piloro, al principio

gradualmente y luego bruscamente, al iniciarse la porción

pi lórica alcanzando su mayar espesor antes de comenzar

el duodeno. (8)

Propiedades Fisico Biológicas

Los pliegues de la mucosa del

abomasa sirven para aumentar la superficie del árgano, en

la que proliferan las células glandulares, pueden también

tener una función fisiológica en el sentido de evitar la

estratificación de la digesta y asegurar su mezcla rápida

con los jugos abomasales En los terneros jóvenes

alimentados con leche la actividad de la pepsina del

fluido abamasal es más alta que en los terneros a los que

se alimenta en cubas, sugiriendo que el refle j o de

succión es una de los 'factores que estimula la secreción

(2)

2 Church D	 pp., 20-26
S. 1\ushag W	 p. 65
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2.5.5.

	

	 Acción bacteriana en la digestión

de los bovinos

La actividad bacteriana empieza

ya en la boca del animal y sigue por todo el tracto

digestivo, en los hervivoros existe una actividad

microbiana muy notable en el duodeno y en el colon, aqui

las bacterias desgastan y desdoblan la celulosa y la

convierten en materia absorbible por el tejido digestivo,

se trata de una autóntica división del trabajo puesto que

el cuerpo animal no produce enzimas que puedan realizar

este proceso, los almidonas, sacarosa y protei'nas que

han resistido el ataque de los demás agentes digestivos

pueden transformarse a un estado aprovechable por la

acción microbiana, a fin de controlar la población de

bacterias y evitar la proliferación excesiva de algunas

de ellas debe haber un equilibrio alternante entre acidez

y alcalinidad. Exámenes del 1 quido del rumen han

revelado que en un gramo existen entre entre 1000 y 10000

millones de bacterias, es decir existen unos 7 Kg. de

bacterias en las cavidades gástricas de un rumiante,

teniendo en cuenta que este dato no tiene en cuenta la

población bacteriana de los intestinos, esta enorme

cantidad de bacterias explica las dos particularidades de

los bovinos

1. Su capacidad para aprovechar la -fibra bruta vegetal

que resiste el ataque de las secreciones digestivas de

los demás animales.

2. Sin la existencia del sistema policjástrico,	 las



bacterias no dispondrían de un ambiente idóneo ni de

suficiente tiempo para atacar y deshacer la estructura

de la fibra bruta; sólo rompiendo dicha estructura es

posible que los demás órganos puedan realizar la labor--

preparatoria para la absorción (6)

26. EXTRACCION Y PREPARACION DEL CUAJO

Los fabricantes de cuajo parten de cuajares de

ternera lavados y secados, desprovistos de venas y grasa,

se cortan en lminas finas que se maceran en cubas con

agua salada al SX, la maceración se lleva a cabo a 28-35

grados centígrados durante 4 - 5 dias	 la presencia de

antisépticos evita la putrefacción	 el liquido parduzco

obtenido se filtra.. La conservación prolongada de los

extractos de cuajo líquidos presentan dificultades que se

ha intentado solucionar preparando cuajos concentrados en

polvo, estos productos se obtienen precipitando el enzima

por saturación de la solución con ayuda de cloruro

sódico

2.7. PODER COABULANTE O FUERZA DEL CUAJO

Los exrtractos de cuajo comerciales deben tener un

poder coagulante cuidadosamente determinados 	 Este poder

llamado comunmente fuerza del cuajo se expresa 	 en
-1	 -i

Unidades Soxhiet 0ml 	 (IJS.ml ), indica el número de

litros que puede coagular un litro de extracto de cuajo a

23
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la temperatura de 315 grados centígrados en 40 minutos;

aplicando la siguiente fórmu].a se puede 	 determinar

facilmente	 los	 US que corresponden a	 determinado

ex tracto

	

PARA EXTRACTO LIQUIDO
	

PARA EXTRACTO EN POLVO

	

V x 24x
	 V	 24C0

	

(JS g -h 	•--.---..'---."---.--•.

	

vxt
	 m x t

Donde V	 volumen de leche (ml)

y	 volumen de extracto (mi)

m	 peso del extracto en polvo (g)

*t = tiempo expresado en segundos (13)

* El tiempo que se anota es aquel comprendido desde la

adición del enzima a la leche, hasta la formación de una

cuajada firmes

Constituyendo la leche un sistema polidisperso

esto es sus distintos componentes forman partículas de

tamafio diverso en diferentes grados de dispersión y

formas de soluciónq tales como los glóbulos grasos,

caseína, albtmina, lactosa, sales, etc; nos interesa

tqui el componente caseína debido a la acción del cuajo

sobre ésta, acción que se produce en dos fases

a) Fase enzimtica o primaria- en esta fase se disocian

las	 glucomacropptidos

26

13 Veisseyre R. pp 427-431



a) Micela intacta de caseína

b) Partftula de caseina desprovista	 de coloide

protector

c) Gel de tipo enzimtico (paracaseinato cálcico)

1. Capa hidratada

2. 6lucomacropptido (parte hidrófila de la caseina K)

3. Parte sensible al calcio de la caseina K

4. Otras	 fracciones	 protéicas	 sensibles al calcio

especialmente caseína. (13)

2.9. PRACTICA DE LA ADICION DE CUAJO.

Inmediatamente después de la adición del cuajo a la

leche a temperatura adecuada, se agita perfectamente con

objeto de homoqenizar la mezcla. Una mala distribución

del enzima conduce a la obtención de quesos de calidad

muy heterogénea, unos secos y quebradisos y otros mal

desuerados.	 Una vez bien repartido el cuajo se detiene

rápidamente la agitación para que la coagulación pueda

producirce en un reposo total. 	 Asi se evita	 la

producción	 de	 una cuajada en hojas o en	 tiras,

perjudicial para la calidad de los quesos. (13)

28
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES Y PIETODOS DE EXTRACC ION.

Se eligió para estas experiencias los cuajares

frescos provenientes de bovinos sacri-ficados en el cama].

de esta ciudad (Cafrilosa) cuya edad estaba comprendida

entre 4 * atas El proceso para la obtención de

enzimas coagulantes denominada Renina (cuajo animal) se

hizo siguiendo el diagrama siguiente

PREPARC ION

PESADO

TROCEADO

t10ERACION 1

1 FILTRACION

CLARIFICACION

ACTIVACION

CONCENTRAC ION

CONSERVACION



3.2 .1. Preparación

los cuajares frescos se los limpió de

grasa, venas, sangre y residuos de la digestión mediante

un lavado con poca agua, luego se adicionó sal en un 40%

y jugo de naranja, se secaron al ambiente durante 23-30

dias, al cabo de este tiempo se tuvo el cuajo seco,

deshidratado, que sirvió como materia prima para la

extracción de las enzimas, un producto similar se

encontró en el mercado con la diferencia que contiene una

buena cantidad de grasa, la misma que debe ser separada

antes del pesado

Pesado

Se pesa la cantidad original para hacer la

relación de dilución en función del volumen de

maceración, y al final, facilitar la concentración ya que

mientras más diluida está la solución, el tiempo de

concentración es mayor.

3.2.3. Troceado

Para permitir el contacto del liquido con

el material seco se corta el cuajo en tiras de 3 x 8 cm.

aproximadamente.

MME



32,.4.. Maceración

Se realizó con agua en frascos E:ri enmeyer

de 500 y 1000 ml y una estufa para mantener estables las

diferentes temperaturas. Esta parte del proceso permitió

efectuar la mayor cantidad de variaciones tanto en

componentes como la temperatura y tiempo de maceración.

Se determi nó el contenido enz i m.t. :1 co existente en el

extracto mediante pruebas de coagulación efectuadas a

intervalos regulares, en estas pruebas se utilizaron

vasos de precipitación c:le 30 ml

	

	 a los que se añ'adi ó 40
o

MI. de lecho fresca, calentando a 35 C en bailo maría, y

se agregó 0,1 mi	 de extracto enz i mti co	 el tiempo en

producirse el coágulo firme permitió conocer la fuerza o

titulo expresado en US ml 	 según la fórmula detallada en

2.7.

N.

continuación se detallan las variaciones hechas

con los resultados logrados, un gráfico y el respectivo

comentario.

i
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3.2..41. Maceración utilizando agua y suero:

COMPONENTES	 -	 PRUEBAS
Aa

Cuaja deshidratado	 (q)	 100	 100

Agua	 200	 o

Suero	 fT 3.	 o

Temp. de maceración (oC) 	 30	 30

US. m1 -1. Obtenidos

3 di as	 1200	 800

4 días	 1600	 1000

i días 	 1620	 1000

1	 vi

dios

Ficj 5. Maceración utilizando agua y suero

Comentario

De acuerdo a la curva,	 en la maceración se

preferirá utilizar agua.
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3.2..4.2.. Maceración a diferente dilución

COMPONENTES	 PRUEBAS
	Bd 	 Cd	 Dd

1	 »	 »_	 _»	 •••»_»_	 _.»»»,»	 »»	 •,•_•»..».•.»	 .... _._..,»».»».,..» 1

Cuajo deshidratado	 (q)	 100	 100	 100	 ioo
1	 1

Agua	 (MI) icx:	 200	 300	 400
1	 1

Temp de maceración (oC)	 30	 30	 30	 30
1	 1

¡	 1

3 di'as	 2000 2270	 1920 1200

4 días	 2100 2400	 1910 1140

5 días	 2115 2400	 1800 1100

1

lmm

4.

.Ç 1 .1 ¡II

Fig 6.. Maceración a diferente dilución

Comentario

La mejor dilución es la prueba Bd, utilizando esta

proporción , será necesario determinar que tiempo y

temperatura resultan óptimas..
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Maceración a diferente tiempo y temperatura

COMPONENTES	 PRUEBAS

	Ct 	 Dt

4	 -----------
Cuajo deshidratado	 (g)	 100	 100	 100	 100

Agua	 (mi) 20Ç)	 200	 200	 200

.	 Temp.de maceración (oC)	 20	 25	 30	 35

4	

4

US.i1-1 Obtenidos
4	

4

3 di'as	 533	 957	 3200 1745

¡	
4

4 días	 966 1320	 3145 1900

44

5 días	 1100 1500	 3220 2000

6 días	 1200 1509	 3320 2000

Fig 7. Maceración a diferente tiempo y temperatura.

Comentario

La gráfica demuestra que la temperatura óptima es

o
30 C. durante 5--6di'as de maceración.



3.2.4.4. Maceración con Acido Sulfúrico

CO1F)PTES	 PRUEBAS

	

(s	 Bs	 Cs	 Ds

Cua j o deshidratado	 (q)	 100	 loo	 too	 ioo

Agua	 (ml	 200	 200	 200 200

904H2 1 N	 (M1)	 5	 10	 15	 20

Temp. / maceración	 (oC)	 30	 30	 30	 30

US=7,11 Obtenidos

3 di'as	 1200	 1745	 1777 1600

4 días	 2133	 3200	 1920 1750

5 días	 2133	 2742	 1900 1700

i 15,1	 1822	 2562	 1866 1683

U5/ml

35

HMM

lNau

iIZID

u

p5

u

Fig S. Maceración conI=do sulfúrico.

Comentario

Añadiendo 10 ml. de 504H2 1 N a la dilución

recomendada anteriormente se obtiene la mejor extracción

de enzimas.



32..4.5.. Maceración con Acido Clorhídrica

ÇOMPONENTES	 PfUEBAS

	

Ac	 Bc	 Cc	 Dc

Cuajo Deshidratado (ci)	 100	 100	 100	 100
4	

4

Agua	 (ml.	 200	 200	 200	 200

4	
4

C1H IN	 (mi)	 5	 10	 15	 20

Temp de maceración (C) 	 30	 30	 30	 30

4	
4

LiS/mi Obtenidos

3 días	 1300	 1200	 810	 500

4 días	 1600	 1620	 828	 660

5 días	 1650	 1700	 859	 660

	

1517	 1507	 832	 606

3 3

1 JilIZ

i
i
	 .4-.
lum

WUEI

El
•1'

d

Fig 9.. Maceración con Acido Clorhídrica

Comentario

La mejor extracción empleando CIH se realiza en 5

utilizando 10 ml. IN

di'as
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3..2..4..6. Maceración con jugo de Naranja

COMPONENTES	 PRUEOAS

	Ci 	 Oj

Cuajo seshidratado (cj)	 100	 100	 100	 100

Agua	 (ml)	 200	 200	 200	 200

Jugo de naranja	 (mi)	 5	 10	 15	 20

Temp de maceración (Gc)	 30	 30	 30	 :30

US/mi Obtenidos

3 días	 500	 1500	 900	 550

4 días 	 7 11	 1600	 914	 600

5 días	 680 3200	 800

	

630	 2100	 871	 581

U/TT11.

1 ffi:

1 N1t

1 rn

Fig 10, Macracid'n con	 de Naranja

Comentario

Mediante el empleo de jugo de naranja, también se

obtiene una buena extracción enzmtica	 Y la mejor

opción es utilizar 10 ml por 200 ml de agua y mantener la

maceración durante 5 dias

37
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3..2.4..7. Maceración con CiNa

COMPOHEITES	 PRUEBAS

	An 	 13n	 Cn	 Dn

Cuajo deshidratado (q)	 100	 100	 100	 100

1 Agua	 (mi)	 200	 200	 200	 200

Cl Na	 (çJ)	 5	 .10 	 1 5	 20	 1

1 Tempde maceración ( W C)	 30	 :30	 30	 30 1

1 US/mi,	 Obtenidos

1 3 días	 1600	 1700	 óo o	 590

4 días	 2400 3200	 1000	 820 1
1	 1

1 5 días	 2480	 3190	 1200	 960

1	 2160	 2527	 933	 790 1

38

4

.51
Fig 11.. Maceración con Clo

a.
ruro de Sodio

Comentario

Similar resultado al anterior se obtiene mediante el

empleo de Cl Na utilizando 10cj Y manteniendo la

maceración durante 5 dias
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3.2.4.8. Resultados de la Variables de Maceración

--------------------- ~ -----------------------------------

EXTRA1CIO	 PR1BAS

•	 A	 B	 C	 D

ACIDOS	 US/mi	 OBTENIDOS ()

C1H	 (c)	 1517	 1507	 832	 606	 L

SO4H"	 (s)	 182"	 256"	 1866	 1683

Jugo nar	 (i)	 630	 2100	 871	 581

Alcalina

CiNa	 (n)	 2160	 2527	 933	 790

Fi g 12. Resultado de las Variables de Maceración

Comentario

La mayor extracción enzimtica corresponde a las

pruebas en las que se utilizó 504H2 y CiNa, resultando

estas las recomendables en esta investigación.
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":. -. • Filtración

Terminada la maceración se separa e]. ].iquido de los

pedazos de cuajo mediante un lienzo, se obtiene un

liquido parduzco.

3.2.6. Clarificación

Se logró clarificar un tanto el liquido, haciéndolo

pasar a través de algodón., hacerlo pasar por el papel

filtro, resultó muy lento. Para lograr un mejor resultado

se clarificó por sedimentación y centrifugación; una

buena sedimentación se produjó cuando se adicionó ClNa

hasta llegar a 19-0 Be. y se dejó reposar por 24 horas,

luego se trasvasó el sobrenadante para utilizarlo como

extracto liquido o para concentrarlo.

Un procedimiento Mas rápido de clarificación fué

mediante centrifugación a 2000 r.p.m. durante 15 minutos.

3.2.7. Activación

Se determinó aumento en la velocidad de reacción

enzimática mediante la adición del 5% de ácido citrico

preparado en dilución 1100 relación Wv, con lo cual se

incrementó el pH llegando ha establecer los valores de

4,6 - 5,0 resultando ser estos valores óptimos para la

actividad de estas enzimas.
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3.2.8. Concentración

3.2..G.i... Al Ambiente

Con el objeto de concentrar el extracto liquida al

ambiente, se lo mantuvo en vasos de precipitación

destapados para facilitar la evaporación, luego de 20

días no se logró conseguir la concentración mediante este

método.

En Estufa

Considerando la degradación de las enzimas por

efectos del calor, se ensayó manteniendo el liquido
o

enzimático a 30 C, luego de 6 di'as se consiguió reducir

el voldmen el 507.... Realizadas las pruebas de actividad

enzimtica se estableció que se produce inactividad, por

tanto se suspendió este tipo de concentración, habiendo

logrado establecer el siguiente cuadro de datos..

TABLA No 4

Variación de la actividad enzimtica debido a la
Q

concentración en estufa a 30 C

Método de	 volumen	 liS/ml	 Volumen	 US/mi
extracción	 inicial (ml) inicial	 final <ml)	 final

C1H	 40	 2133	 22	 1280

SO4H2	 40	 3200	 18	 1000

Jugo de
naranja	 40	 1600	 20	 4280

CiNA	 40	 2133	 20	 1470
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3..28.3. Por Liofilización

Utilizandoizartcio el equipo "Labconc:o' se logró concentrar

rCnl f13 completamente, obteniendo Un polvo de excelente<.:--.

carac:tcristi cas 1 mediante las siguientes condicionescries de

trabajo.,

Presión de la cámara 	 = 30 micrones (0,03 Atm
C)

Temperatura	 50 L

Volumen inicial 	 = 1000 'i.1 y liS ml	 :%2oo

Resultado

Volumen concentrado ci '()	 500 ml • US,' mi 	 10.666

Concentrado final	 SS cj	 US,'q	 16.000

3,.2..8..4.. Por Atomización

En el equipo de atomización "Atoini z er Ni ro" se

consiguió obtener enzimas' en polvo, mediante un proceso

similar	 al de obtenc i. Ón de leche en	 polvo,	 las

condiciones de trabajo empleadas en ci equipo fueron

Temperatura de entrada

del aire caliente

Temperatura de salida

del. aire

Presión de la cámara

Volumen inicial	 ni

US.mi

140 C
c..)

=

C.)

45 c

6 <:c,/cm

200

= 1



RESULTADO OBTENIDO:

Peso final (q)	 30
--1

US.g	 = 4200

3.2.9. Conservación

El extracto liquido se conserva muy bien en frascos

de color ambar y bien tapados, en refrigeración ó al

ambiente, pruebas de actividad durante Z meses de

conservación, indicaron quer no existen cambios en la

actividad enzimitica que sean siqnificativOs

El	 concentrado en polvo debe conservarse	 en

recipientes herméticos,	 ya que el producto es muy

higroscópi co,

Variación de la actividad e nzimtica durante la

conservación del polvo concentrado..

TIEMPO	 DE
CONSERVAC ION

(MESES)	 LJS/g

1	 16.000

2	 16.000

3	 16.000

4	 15..980

15.980980
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3.3. CARACTERISTICAS DEL. CUAJO EXTRAIDI3

3.3.1.. Análisis organoléptico

Las apreciaciones sensoriales mediante atributos y

caracteristi cas del producto determinaron las siguientes

cualidades:

ATRIBUTO	 CARACTERISTICAS

Conc. por	 Conc.. por
Liofilización	 Atomización

COLOR	 Blanco crema	 Blanca

OLOR	 Ligeramente a	 Ligeramente
fermento	 a fermento

SABOR	 Salino	 Salino

TEXTURA	 Polvo	 Polvo
granuloso	 uniforme

3,32. Análisis Microbiológico

Para la toma de las distintas muestras se si guió el

siguiente procedimiento

- Para el cuajo original, a 10 g de muestra se aadió

90 ml de agua destilada, se homogenizó mediante

agitación, de esta dilución se tomó 1 ml al que se

aadió 9 ml de agua destilada, a 1 ml de esta

dilución se agregó 9 mi de agua destilada, quedando

lista para realizar el cultivo..

- Para el extrato liquido, a 1 mi de extracto se le-

agrego 9 ml de agua destiladas de esta dilución a 1
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ml se alMadió 9 ml de agua destiiada

- Para la renina en polvo, 1 q de polvo se mezcló con

9 m:1 de agua destilada, de esta dilución 1 ml se

diluyó can 9 mi de agua destilada,	 de estas

preparaciones para conseguir una dilución i 	 i000

se emplearon 0,1 mi en los siguientes medias de

cultivo, cuyas números de referencia son

* 10128, Agar peptona de caseina - glucosa - extracto

de carne, para el recuento de gérmenes totales, se
o

incubó a 30 C durante 48 horas

1406, Aqar violeta, cristal rajo nuetro, bilis para

identificación de bacterias califormes, se :incubó a
a

30 C durante 48 horas.

5399, caldo maltosa 2% según Sabaraud adicionado de

0,5X de SO4Cu como inhibidor de bacterias, para la

determinación de mohos y levaduras. Para la

determinación de bacterias can este medio, no se

utilizó el inhibidora Luego del cantaje de colonias

se estableció el siguiente cuadro de valores
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Resultados del Análisis Microbiológico.

Microorganismos

Gérmenes totales

Col if armes

Mohos y levaduras

Bacterias

Cuajo

original

36.2 x 10

333 x 10.:.

25,0

11,2 x 10

Extracto	 Polvo

Liquido concentrado
por liof.

21,3 x 10 3,047 x 10

1,6 x 10 0

20,0 x 10 2, 33 x 10

1,33  < 10	 71-1-

3.4.. COMP0SICIOP QUIMICA

Se realizaran los análisis del concentrado por

liofilización que dió el siguiente resultado.

Humedad
	

2,57.

Grasa
	 0,5%

Proteína 11,57.

CiNa
	 81,8%

Cenizas

3..5. TITULO DEL CUAJO PARA EL EXTRACTO LIQUIDO Y SOLIDO

Extracto Líquido

Para la determinación del extracto liquido	 se



o
utilizó 40 ml de leche muy fresca	 calentada a :35 C,

temperatura que se la mantiene constante mediante bafTo

maría, con el empleo de la fórmula 2.7. se tienen

V	 40	 mi

V = 0,1 mi

96 seg.

V x 2.400
US/mi

y x	 t

40 x 2400
liS/ml

0,1 x	 96

liS ¡ML	 = 10.000

Este resultado quiere decir que con 1 ml de extracto

liquido pueden cuaqularse 10 litros de leche en 40

minutos.

352 Extracto Sólido

Aplicando	 el mismo procedimiento -anterior, 	 y

reemplazando y en ml par m en gramos se tiene

Y = 40	 ml

M = 0,1 (J

t = 60 seg.

40	 x 2. 400
US /9	 =-•

CD, 1 x	 60
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J3 ¡	 10 000

Se considera que con i q de polvo concentrado se

pueden coagular 16 litros de leche en 40 minutos.

3.6 PORCENTAJE OPTIMO DE (-PLICACION

Para obtener un buen producto se determinó que la

coagulación debe producirce en 20 minutos como término

medio, ya que una coagulación en menor tiempo produce una

coagulación parcial insidiendo en el rendimiento,

mientras que un tiempo mayor da oportunidad al incremento

de la acidóz que llega a afectar el sabor del producto

final Pará calcular la cantidad de enzima adecuada a

emplear tomando en cuenta el tiempo sehalado de 20

minutos sirvió el siguiente procedimiento.

Ejemplo: Con el cuajo de titulo 1 i 16.000; 0,1 g

C.)

coagula 40 ml de leche a 35 C en 60 segundos,

cuantos	 gramos	 de cuajo requiero	 para
L

coagular lo litros de leche a 35 C en 20

minutos?

C)

0.1g ---	 40ñil --'---- :35 r 	 60s
Pl anteo

x	 ------ 10.0øøm1 ---- 35oC -'--- 20(60s

o
0,1 g x 10000 ml x 35 C x 	 60 s

despeiando
40 ml x 35 C x 20 (60)s

X = 1,25 9



Para comprobar el titulo original, planteo

1 9 25 g coagulan 10..000 ml de leche en 20 minutos a
o

35 C donde ,aplicando la fórmula conocida.

V x 2..4c:)o
US/g

m 	 t

	

10.000	 x 2.400
US/g

1,25 x,20 (60)

US /cj	 = 16. 000
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IV.. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Durante el proceso de extracción de enzimas

mediante la variación de componentes en la maceración fu

posible encontrar el método óptimo en esta investigación

que se sintetiza en lo siquiente

a) Extraer enzimas a partir de cuajares frescos no es

conveniente debido a la rápida descomposición.

b) Utilizar suero como liquido de maceración 	 no

representa	 ventajas,	 por tanto es suficiente

emplear el agua.

W La extracción ácida que mejor rendimiento dió, -fu

utilizando 604H2, en las siguientes proporciones
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Cuajo deshidratado 	 32,3%

Agua

SO4H2 1 N	 3q3'.

Tiempo de maceración	 5 dias
Q

Temperatura	 30 C

ci) Rendimiento similar dci la extracción alcalina

utilizando CiNa en las siguientes proporciones

Cuajo Deshidratado	 32,3%

Agua	 60

CiNa	 54%

Tiempo de maceración	 6 dias
C)

Temperatura	 30 C

e) El gráfico de la pagina 40 permite relacionar ci

resultado de todos los ensayos donde se aprecia que

los descritos anteriormente son los mejores

f) Del análisis microbiológico se concluye que existe

una reducción en la carga microbiana en el producto

concentrado, debido a la eliminación del agua.

g) El producto concentrado permite la conservación

sin	 ptrdida	 significativa	 de	 su	 actividad

enz 1 mática

h) El rendimiento obtenido para el concentrado por

liofilización es del 9%
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i) En	 la	 concentración mediante atomización 	 la
a

temperatura de la cámara superó los 100 C, sin

embargo el producto final presentó actividad (LJS/g

= 4.200) este hecha se justifica debido a que la

temperatura de inactivación para enzimas suele

variar con el logaritmo del tiempo de exposición.

Ya que el campo de las enzimas ofrece múltiples

oportunidades, se podrían continuar con ensayos

similares. así:

a) Para llegar a valores superiores en liS /g se

podría ensayar escogiendo bovinas de corta edad

(terneros)

b) También	 se podri'a experimentar can diferentes

especies coma terneros, ovejas, cabritas y cerdos.

C Los fabricantes de productos lácteos pueden

disponer de sus propias enzimas en extracto liquido

siguiendo las proporciones detalladas en 4.1.0 y d>

d) De los resultados obtenidos en esta investigación

se deduce que se puede dar un mejor aprovechamiento

a los cuajares provenientes de animales que se

sacrifican en los camalesp mediante la obtención de

enzimas coagulantes, para la leche.



e) La renina conseguida siguiendo el método antes

descrito permite con seguridad obtener quesos de

buena calidad, siendo por lo tanto recomendable

para quienes estan dedicados a esta producción
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ANEXO No 1

DETERMINACION DE CENIZAS

FINALIDAD	 Determinar el contenido de minerales en una

muestra

MATERIALES

Crisol

Muflae

Desecador

- Balanza (nel i ti ca

- Pinzas

Calentador eléctrico

TECNICA

-- Calentar el crisol en la mufla a 550 C

Enfriar el desecador y pesar con aprox 1 mac: i n a Qq 1 inq

-- Transferir el crisol y pesar con aproximación de 0,1 Ínq

Colocar el crisol con su contenido en cl cal entedor

hasta que no haya desprendimiento de humo de la muestra

Introducir el crisol en la mufla a la temperatura

1 ndi. cace hasta obtener cenizas libres  de particul as de

carbón

Sacar de la mufla el crisol con las cenizas, ciclar

enfriar en el desecador y pesar con aproximaciónmcci. ón de

0,1  mci

54



Fórmula:

c - a
C =	 x 100

b -a

C = cenizas en la muestra expresadas en %

a = peso del crisol

b = peso del crisol + muestra

c	 pesa final

Ejemplo: Determinación 	 de	 cenizas	 en	 el	 cuajo

deshidratado.

Datos

a = 8,7534 q

b = 10, 5643 g

c = 94543

Aplicando la fórmula:

9,4543 -- 8,7534
C= -----•----.------.---••----------•--- x 100

10,5643 - 8,7534

C = 387

Es necesario indicar que el alto contenido en

cenizas resulta debido a que la muestra contiene el 35

de ClNa.
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ANEXO No 2

DETERMINACION DEL CiNa

FINALIDAD. Conocer el contenida en CINa de una muestra.

MATERIALES Y REACTIVOS

- Pipetas de 1 y lo ml

- Vasos de Precipitación

Balanza Analítica

N0:3A	 0,1 N

Indicador, cromata potásica

TECNICA

- Se disuelven al rededor de 0,25 q de la muestra

exactamente pesadas en uno 50 ml de agua y se valora

con nitrato de plata 0,1 N utilizando 0,5 - 1 ml de

cromato potásica, hasta la primera aparición del colar

naranja, frente al color amarillo del indicador.

Ejemplo: Determinación del CiNa en el cuajo deshidratado

Datas

muestra
	 0,25 g

Aforado a 250
	 mi

Alicuata	 20
	

ml

Viraje con	 1,2 mi	 de NO3Ag 0,1 N



Color del viraje, mínimo rosa o naranja

Reacción: NO3Aq + CiNa 	 NO3Na + Cig

Cálculos:

g bureta = V N K meq

1,2 x 0,1 x 1 x 0,16987

0,0203844  q NO3Aq

Relación 169,87	 --	 58,45

reacción 0,0203844	 0,0070177 q CiNa

Relación 0,0070177  - 20

Aii'cuota x	 --	 = 0,08772125 q CiNa

Relación 0,08772125 -. 0,25

muestra	 x	 -- 100	 = 35,08 cj CiNa

5.7



ANEXO No 3

DETERMINACION DE PROTEINAS DE ORIGEN ANIMAL POR EL METODO

"L" (COLORIMETRICO)

FINALIDAD . ..... c:oncce el conten i do prot€i co en '.1.¿A9 : muestras

del present:e csti.di o

MATERIALES

Col ori. metro "tJdy ....cc:

Balanza Aialitica

Frobeta

-. }3a1 án dE' aforo de 100ail

Ac 1 tador automt i co

Tubo reactor

- Frasc::o de -filtración

3urcta

Ando citricc)

- Colorante concentrado

agua destilada

TECNICA

-- t'lez ci. a i - Z2,29 + o • o2 q de muestra con 200 + C-), 1  ml de

.solución   de ácido c:i tri co a]. 2 Y. en una 1:1 nuadora hasta

ql(11	 solución este homoqc4nea 	 esta es una solución

1 io.

Acrcqar una cota de alcohol octll mo luego mezcle por 2

scuundos



- Pese de esta disolución 3,6 q para productos con alto

contenido de proteina y 7,2 çj para productos de bajo

contenido en proteinas (pese directamente en el tubo

reactor)

Arada 40 ml de solución de reactivo colorante

concentrado y agite 13 - 20'cuando las carnes son

conocidas puede ser necesario un tiempo mayor,

- Fi j e el analizador (colorimetro) a 42,0 en la escala de

lectura con la solución de reactivo colorante de

referencia Alternativamente se puede programar el

colorimetro utilizando los valores de Kl y K2 tabulados

para estos productos 'b 1" Después que son fijados  estos

valores, presione el sith de O - 100 X de proteína

para que la lectura sea directa.

- Coloque un -Filtro en ].a tapa del frasco de filtración y

haga la lectura cuando han pasado 2 - 30 gotas de

solución a través de la cubeta del calorímetro.

Valores utilizados en la lectura de la protei'na.

Alimento	 W. muestra	 T reacción	 Valores de
(muestra)	 (mg)	 (mm)	 Kl	 K2

Carne en
general	 7.200	 0 - 2	 -0,23	 0,89

La cantidad de proteína se lee directamente en el

col ori metro.

Ejemplos análisis de protei'na en las enzimas concentradas

por liofilización, la lectura dió 	 11 X
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