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EROLOGY

La  evolucidn gue ha experimentado la agroindustria
en estos dltimos affos, es cadse ve: sorprendente, pbr @l
aparecimiento de nuevos productos va preparados, "listos®
para el consumidor, tales como bebidas fermentadas,

productos cereales, derivados de cdrnicos, lacteos,

frutas, etc. Fero siste una limitante, pues el poder

AN

adguisitivo “estd "permitido ‘sdlo para ciertos grupos
quedaqdm r@lagaﬁaa lag mayorias de las clases pupulareﬁ.
Los altos precibs que  deben pagarse  por agqueal los
productos se deben a los costos de pruducciﬁn coma  la

falta de  tecnologla adecuada a nuestro medio para
¢ \
producirlos.

-~ ' .

Con  estas consideracionss vy dejando de lado las

modal idades teorizantes en una investigacion, hg tratado
~

de ser objetivo vy practico a fin de hacer un aparte a las

industrias-—ldatpas como al peguelfio productor  gue  tiene

e . e ee——r dn. 2

gque ver con la elabBoracidn de qgquesos, he llevado adelante

’

el presente  Tema de investigacidn gue consiste en
C

N .
(Cuaio Animal) en polvo

obtencidn de Renina

U — .
U— -
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Como una forma provechosa e wtilizar las
oportunidades que ofrece 1 amplio campo de la
enzimologia, que ha menudo es subestimado por  guienes

estdn relacionados con la produccidn alimentaria .

e —————s

—

La modalidad de esta investigacion se realizo
considerando las formas tradicionales gue en nuestro
medio se siguen para la obtencidn de este _prnductm con
sincero proposito de mejorarlo y ser accesible a quienes
requieran de este proceso cumpliendo asi con el principio
de la Universidad Técnica de promover el desarrollo del

sur del Fais.
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e estudid la obtencidn, aplicacidn y conservacidn
de la renina, mediante diferentes enzayos hasta encontrar

e et g

en cada caso &l método optimo.

En la obtencidn se utilizd el cuajo fresco
»praveniente de bovinufg Y, el cuajo seco gue se consigue
en el mercado, maediante ‘gaceraciﬁn con diferentes
compona@teﬁ se logré obtener un estracto ligquido, al que
Se clari?icb y concentero por limfiiixacibﬁ vy atomizacion,
con este concentrado en polvo se hizo la apliaaéian en
diferentes cantidades a leche fresca hasta laograr una
coagul acidn normal.

Finalmente se estudid i la consaervaciodn

i

durante 5 meses de las enzimas concentradas producia

algan cambio en la actividad de las mismas.
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I. INTRODUCCION
i.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El escaso conocimiento acérca de la importancia que
tienen las enzimas dentro de la agroindustria, ha
repercutido en la escasez de investigaciones referidas a
pste  tema, el bosguejo del esquema que permita  la
obtencion de renina en polvo, inicia el logro de un
factor elemental para lasz industrias ldcteas, Y abre el

camino para investigaciones conplemnentarias.

1.2. SIBNIFICADO DEL PROBLEMA A NIVEL RURAL E INDUSTRIAL

Los productos agroindustriales, entre los que se
encuentran los derivados de la leche, el gquaso
gspecificamente, en general se presentan al consumidor
como resultado de una elaboracidn empirica, en el gue se
emnplean coagulantes de tradicién como es el cuajo

obtenido en la propia finca de acuerdo a las habilidades

.



tividad. =1

del ganadero o del sncargado a @ esta  a
procducto e nacdo ldgicamente e e & las
caracteristicas dher mad i dadd 2lemental es, esta
circunstancia exige &l mejoraniento de estos metodos
mediante el uso de la tecnologla apropiada v adecuada  a

nuestiro medio.

Er la industria, donde se reqguieren  ensimas  en
mavor  cantidad v de buena calidad, se recwrae & 1a
importacian, elevéandose de esta manera el costo gle=d
producto final, limitando la adguisicidn & un buen grupo

del sector popular.

1.3. OBJETO DE LQ‘INVESTIEACIUN

Fl1  objetivo planteado es, imitando €l proceso
tradicional de obtencidn de enzimas, analizar  hasta
encontyrar el método optimizado cuyas cualidades de
aplicacidn vy conservacidn aseguren el contar  con o oun

producto confiable.

i.4. SUPUESTOS Y LIMITACIONES

Teniendo en cusnta gue las enzimas obtenidas en la
~
presenta investigacidn deberdn presentar cual idades

similares & las de importacidn, & fin de sustitwirlas a

=it an s rechuioen

corto plazo. Las limitaciones que se pre

a los eguipos con los gue se cuenta o bien la provision

k

de materias a partir de las gue se inician los ensayos de

obtencidn.






II. LAS ENZIMAS
2.1. BGENERALIDADES SOBRE LAS ENZIMAS

La palabra enzima (del griego, "en levadura®) {fue
introducida en 1878 por el fisiologo Aleman W. Huhne. Las
enzimas participan esencialmente en la asimilacion de
matefiala% nutricios v en la biosintesis del protoplasmas
estas vy muchas otras observaciones nos conducen a la
conviccidn de que las enzimas 00 los catalizadares
orgénicos esenciales que poseen y producen todae las
rélulas wvivas, sin las cualea» serian imposibles los

procesos vitales. (1)

Todas las enzimas investigadaa hasta ahora
pertenecen. al grupo de las proteinas y por &1llo tienan
tadas las propiedades caracteristicas de las miamas, de
estas propiedades la de mayor significacion para la

enzimologia es la labilidad de la estructura enzimatica.

v suime ci4mn it Sreos Sn4h Sesas b se S0 Armmm SRS Boend

1. Babor I. pp. 1062-106%



L.as madificaciones en la estructura 0 la
desnaturalizacion significan lo mismo que pérdidauda la
actividad enzimdtica. La estabilidad de las enzimas se
vera influenciada entrea otros factores por la
{temperatura$ la concentracidn en idn hidrégena y la
concentracion en saless mientras que a elevada
temperatura los dcidos y bases fuertes o la agitacidn
mecdnica fuerte producen una desnaturalizacidn de la
molécula de proteina nativa, las concentraciones elevadas
de sales o alcohol llevan en general a una precipitacidn
reversible de la proteina nativa, con lo que la actividad
permanece. Esta propiedad resulta de utilidad en la
tecnologia de preparacion de enzimas. Las enzimas
precipitadas reversiblemente pueden separarse de la
mezcla de sustancias mediante centrifugacion ]
filtracion. El hecho de gue las proteinas se comporten
como electrolitos en un campo eléctrico se utiliza para

la separacion electroforética de enzimas.

Como catalizadores las enzimnas tienen las

siguientes propiedades:

1. Actdan en cantidades minimas.
7. Resultan inmodificadas despuéds de la reaccion.

Z. Dentro de unos limites de actividad mas amplios no
tienen influencia sobre la situaciéon del equilibric de
la reacecion sin0 que  claramente acel aran =181

establecimiento.



2.2. FORMAS DE ACTUAR DE LAS ENZIMAS

La parte directamente responsable de la reaccion
catalitica dentro de una molécula de una enzima s
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 caracter
protefco. Los grupos prostéticos, que contrariamente a
las proteinas son relativamente termoestables, Gan

derivados vitaminicos mdltiples, poseen en general un
o T

peso molecular de 10 hasta 10 y s2 pueden prec;pitar &n
muchos casos de las proteinas enzimdticas que va no seran
activas. £l centro activo de una anzima determina el
tipo de reaccion enzimatica del sustrato, mientras que la
geometria estructural de la enzima -el lugar utilizable
de la misma—- @5 la responsable de la especificidad

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

del sustrato a reaccionar. Los productos de la reaccidn
formados a partir de una molécula de sustrato S
separaran e la enzima en cuanto se consiga la

transformacidn, para gue dste se encuentre libre para dar

lugar a otras reacciones del mismo tipo. La velocidad de

)
e

este proceso ciclico oscila segiun cada enzima entre 10
7
y 10 moléculas de sustrateo / centro activo / minuto.

De esta forma una enzima puede reaccionar, en sdlo
wn minuto con el sustrato en hasta mil veces su peso

especifico.
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freacciom en un 10 % o méas.

~—ry
o
5
o
Lot

la determinacidn de la actividad enzimatica,
en la que se mide la transformacidn de sustrato por
unidad de tiempo, s mantener la temperatura constante.
Debido & las propiedades protéicas de las enzimas, la
tenparatura no  puede aumentarse  ilimitadaemente para
aumentar la velocidad de reaccion, porgue el aumento  de
temperatura supone desnatuwralizacion adicional, es decir
pérdida de actividad, en la mavor parte de los casos en
las proteinas animales, ) dptimo de la temperatura se
encuentra en las prodimidades de la temperatura corporals

)
en los vegetales puede encontrarse entre los 60 y 70 .

Z2.3.3. Valor del pH
o
L.os iones H o S50 0 @lercen LN &
desnaturalizacison  acida de las enzimas sino gque  ademis
influven sobre la carga eléctrica de las snzimas v del
sustrato v por lo tanto sobre la formacidn del compleio
enzima-sustirato. Fara cada =snzima se puede  tener un

valor de pH dptimo distinto.

2.3.4. {(tros factores

La actividad de las enzimas tambidn puede
atrofiarse por concentraciones salinas elevadas v por
concentraci ones alcohdlicas Lamb i én elevadas,

probablemente debido & que la capa de hidrato de  los



grupos ionizables de la molécula proteica  se VEra
afectada y por lo vtanfo la estructura superficial,
llevando esto a una variacidn de la fuerza de enlace
entre enzima y sustrato. Hay una serie de sustancias que
intluyen sobre lé actividad enzimdtica incluso en
pequatas concentraciones, mientras que mediante 1a
adicidgn de activadores puede llegar a conseguirsa un
aumento en la velocidad de reaccidn. a1l grupo de
activadores pertenecen por ejemplo iones vy también
compuestos sulfhidrilicos que reactivan aquellas enzimas
cuyas posiciones de enlace se pudieran bloguear por

widacién del grupo sulfhidrilo. Al grupo de inhibidores
pertenecen los iones QQ metales pesados que bloguean  an
algunas enzimas los grupos 5H activos asi  como los

cianuros, algunos pesticidas y detergentes.
?2.3.5. Especificidad enzimitica

l.a propiedad mas notoria e importante de
las enzimas es su elevada especificidad catalitica, es
decir, la posibilidad de reéccimnar con s6lo determinado
asustrato. For 1o fantm madiante la wtilizacion de
snzimas se pusde llegar a recoger una sala sustancia en
forma especifica y cuantitativa a partir de una mezcla de

sustancias que contengan un gran ndmero de componentes

parecidos. (4

4. GUNTERL. pp. 108-110



2.4. CLASIFICACION DE LAS ENZIHAS

Como las enzimas conocidas en la ctualidad son unas
700 =s=e hace cada vez'méa importante el poseer un esquema
preciso de clasificacidn y nomenclatura (127, Segun  la
recomendacidn de la International Union of EBiochemistry
(IUEY el nombre de una enzima estd formado por tres

partess:

- l.a primera parte designa el (o los) sustrato (s),
- l.a segunda parte dice algo sobre el tipo de reaccion
catalizada

- lLa tercera parte estd formada por el subfijo "asa" (4}

L.as enzimas se clasifican en S€1s grupos

principales como se muestra 2n la siguiente tabla

4. Lippke 6. pp. 108-112

12. Trease G. pp. 560 - 70



TABLA No 1

CLASIFICACION DE LAS ENZIMAS

GRUFO NOMERE COMUN NOMERE SISTEMATICO

D0xireducta— Glucosa deshidro- A-D-Blucosa: NMAD F)
HaS Tonasa #ireductasa

) Transfera- X-Glucdn fosfori- -3 4 Glucdn; orto-
HARE lasa fosfato-glucosil~

trransterasa
Hidrol asas Lipasas Glicerol-éster hidro

lasa

Clorofilasa Clorotil~clorofilido-
hidrolosas

Tanasa Tanino—aci l~hidrol asa

drliasas Aldoliasa Cetasa-1l-fosfato alde
hido-1iasa

S Isomerasas Maleato isomera-—- Maleato cis-trans-
S& LSOMEr ASa

Griligasas Aspargina sinte- L-Aspartatoraming 1i
- tasa gasa (ADF)

e i e IL Bl it o414 Sresh woure d4est 44ste SnAM 40000 Sben Grasn deves AP NSNS Fonie A SMAMH Sevih Fisin £0084 REenb dmbde Sebin Srmbd arrm onts Losmr shurs bbb SHETS HImD emH Inime bebew KBS PPRS GePAS Sista SMiss bsts

v

La anterior relacidn posee uwna numeracion  de
clasificacidn para cada enzima, por ejenplo a la enzima
Renina, le corresponde el numero 32.4.4.35%0  El primer
nuamero se refiere al tercero de los & grupos principales,
y losg otros ndmerose & posteriores subdivisiones.

El  grupo de ﬁidwmla5aa(3) comprenden muchos  tipos

diferentes de los cuales tienen importancia industrial:

a) Hidrdlisis de dsteres.. Se incluyen agui las lipasas



gue puaden ser de origen vegetal o animal, hidrolizan
los glicdridos.

by Hidrolisis de asdecares vy heterdsidos. fodas las
enzimas que hidrolizan azdcares, carbobidratos vy
heterdsidos pertenscen &l ioportante grmwm de  las
glucdsido-hidrolasas (3.2.1), hidrolizan azdcares:
Zw%Wuctm§uranmﬁida%a (sucarasa o invertasal), lactasea,
maltasa, genciobiasa, Y treal asa. Hidrolizan
polisacdaridos: K ami l sa, 4 aimi laséa, celulasa
liguenasda, inwl asa. Hidrolizan heterdsidos: A -
glucosidasa m_ﬁmDmglucbﬁidmwglucuhidrola%a.

c?l HMidrelisis del enlace C-NM... Enzimas gue actdan sobre

los enlaces peptidicos, pertenecen a este grupo las

enzimas de origen animal:  pepsina, renina, tripsina,

trombina v plasmina, ensimas  vegetales papaina,

bromelina v ficina. (13

2.4.1. Enzimas Industriales

Aungue  la cantidad de enzinas conocidas s
realmente extraordinaria, sdlo unas pocas se producen con
finalidad industrial. De acusrdo a su origen, puedean
qlaﬁi¢iéarse e microbioldgicas, por ser  de origen
microbiano; vegetales, por aislarse a partic de plantas

ya finalmente, enzimas de origen animal.

Z2.4.1.1. Enzimas de origen microbiano

Se obtienen industrialmente a partir de

cultivos de microorganismos seleccionados. Muchos e

11



gstos segregan enzimas, que pueden sstar contenidos en el
interior del cuerpo celular o bien lo segregan al medio
de cultivog los cultivos puesden hacerse en superficie o
sumergidos., la extraccidn es mediante la filtracion dé
los medios de cultivo, wtilizando disolventes organicos,
coma metanol, etanol, acetona, etc., los concentrados
pueden secarse posteriormente al aire 0 en vacio. Entys

atros Lenemds:

- Amilasas. - Fueden dividiree en: los gue dextrinizan el
almidan o lo liguifican, hidrolizando los

enlaces glucosidicos en diversos puntos de l&  gran
molécula de almiddn. Los gque lo sacarifican, son los
que producen grandes cantidades de azdcares reductores

a partir de almidones o dextrinas, los productos
finales de la reaccidn suelen ser predominantemente

glucosa.

-~  Froteasas microblanas.- Se emplean para curtic  cuero
quii tar manchas an las

tintorerias, en la elaboracidn de cervezas, en la
industria textil v papelera vy para reblandecer la
carne, pera en esta aplicacidn no aventajan a la

papalna.

- Enzimas micrdbicas pecticas.- FPueden obhtenarse ezl
fAspergll lus niger ¥
otros hongos, estas enzimas actdan sobre la pectina o

&l &cido péotico % conagtituyen pireEparaciones

comerciales para la elaboracidn de zumos de fruta.



Invertasa microblana. - exiﬁten praparaciones a partic

de la levadura particularnente
del Saccharomyces cerevisiae, 1la& levadura desecada
constituye una preparacidn bruta de invertasa gque  es
apta para elaborar ciertas melaras especiales, en
confiteria para elaborar caramelos rallenos de

Liguido.

Lactasa microbiana.— se ubiliza principalmente para la

produccion de swuero de  leches
idrolizados yv lactosa sobre todo a0 PieEnsos
concentrados, tambidén aplicacidn en la elaboracidn de
helados v en la leche concentrada,esta enzima  pueds

obhtenerse del  Saccharomyces fragiliss la leche

contiene el azdcar denominado lactosa, producto gue es

un  dizacdrido compussto de glucosa vy  galactosa 3 1a
gnzima lactasza rompe este disacdrido en sus  dos
componentes con  lo cual se evita el problema de la
formacion de cristales de lactosa en quesos v helados
gue cuando 88 encuentran pﬁaaantﬁﬁ ern  los  helados

producen una sensaclon arenasa en la booca.

Glucosa-onidasa microbiana,—- se aplica esta E1E L Ma

£ & & destrulr pequelias
concentraciones de arGoar en la produccion  industeial
de  blanco de huevo a particr de la albimina de husvog

puede aplicéarsela para suprimic oxigeno en  presencia

de un exceso de glucosza en la elaboracidn de mayonessa,

haebidas gaseosas o para suprimic el oxigesno de las

vasl jas cerradas gque contengan productos alimenticios



desacados.

Lipasas microbioldgicas.~ sirven para obhtener

concentrados de las
vitaminas liposolubles al hidrolizar una porcion  del
aceite Y separar los productos de hidrélisis
consigul éndose Lin producta iy concentrado Y
relativamente econdmico, en farmacia se utilizan
lipasas en la elaboracidn de productos digestivos para

geriatria. (11)

TABLA No 2

ALGUNAS ENZIHMAS IMPORTANTES Y LOS HICRODRGANISHOS QUE LAS
PRODUCEN

ENZIMA BA&CTERIA QUE LA PRODUCE

Amilasas Bacillus subtilis

B. polymixa

CDextransacarasa L.euconostoc mesentteroides
Descarboxilasa Asrobacter asrogenes
Fenicilinasa B. brevis

avadura gue la Froduce

Invertasa Saccharomyces cerevisi asa
Lactasa ' 8. fragilis, Torula cremoris
Lipasa Candida lipolvytica

Mohos gue la producen

i

Amil asas Aspergillus niger, Rhizopus
oryIae

Celul asa Myrothecium verrucaria

Glucosa-oxidasa Fenicillium notatum

11. Rafols. W. pp. S71-610

14



Lipasa

Fectinasas

Froteosa

A, luchuensis
Byssochlamys fulva

Morrierella renispora

TABLA No 3

ALGUNAS ENZIMAS DE ORDEN MICROBIANGO Y SUS APLICACIONES

ENZIMA

Amil asas

Amilasa
Licuante

Destrinagénica
Sacarificante

Amilasa
Sacarificante

Dextransacarasa

Glucosa—osidasa

Invertasa

l.actasa

l-ipasa

Enzimas pécticos

APLICACIONES

Licuacidn Y sacarificacidn del
almidén

Reduccidn de la viscosidad de los

jarabes de chocolate

Apresto de papel Y textiles
{encolado)

Eliminacion de apresto en textiles
Clarificacidn del jugo de frutas
Froduccidn de jarabe de maiz
Modificacidn de la miga en la
industria panadera.

PFroduccibdn de dextrano vy de fructosa
huevos

Eliminacidn de glucosa en

antes de la desecacidn

Froduccidn de ndocleos blandos en

bombones
Frevencidn de estructuwra arenosa en
productos lacteos

Fabricacidn de guesos usando leche
pasteurizada
Clarifticacidn de jugos de frutas vy

vinos:; aceleracion de la filtracion



de productos frutales que contengan
pectina
Destruccidn de la actividad

Fenicilinasa
antibidtica de la penicilina

Licuacidn = hidrdlisis de la
caseina, lactoalbdmina, gelatina.
Enzimas
protecliiticas Eliminacidn “de tuwrbides por
(peptonizantes enfriamiento en la cerveza, pelado

y peptizantes)
de pieles mojadas, eliminacidn de

colarantes (10}

2.4.1.2. Enzimas de arigen animal

l.as enzimas de residuns animales mds

corrientemente wtilizadas en la industria, sons

Fancreatina, se obtiene del pdncreas de los ganados
VAaouno vy porcino. l.a citada gléndula contiene lipasa
que digiere las grasas, dos proteinasas de tipo
pancredtico, tripsina, guimotripsina y una amilasa
pancredtica gque es una alfa-amilasa. Fara ciertos
usos  las glandulas pancredticas se secan y una  vex
obtenido el polvo se criba con el Fin de separar
ciertas fibras, pudiéndose aplicar directamente.
Madiante la extraccién con disolventes organicos se
obtiene la insulina, casi toda la insulina comercial
se obtiene del pancreas de buey o de cerdo.

Fepsinas, se encusntran en el jugo gdstrico segregadas
por un gran namero de células de la mucosa gastricag

nese Soren ot e ond uats FeehS sasth debre Seese Sooss Snere sener sheem mmne

10. PFrescott 8, pp. 708-710
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tienen poder digestivo para las protelnas. Fara la
preparacién comercial se parte generalmente de la
mucosa gdstrica de cerdo y de buey. Las aplicaciones
de pepsina son muy numerosas, en Medicina combate
ciertas alteraciones gastricas formando parte de
distintos preparados farmnaceGticos, se usa en la
fabricaciéan de peptonas vy en la digestion de la
galatina para recuperar la plata de las peliculas
fotografticas.

-  Renina o Cuajo, es segregado por e; cuarto estdmago de
terneros o corderos jovenes, aungque esta enzima  es
utilizada generalmente én la fabricacidn de quesos, en
algunos palses vy esta Universidad se han obtenido
enzimas de origen microbiano para sustitulicla.

- Tripsina, como producto comercial se elabora tripsina
a partir del pdncreas del cual se han suprimido 1la
mayor cantidad de amilasa y lipasa que suele contener

y s han dejado Unicamente las enzimas proteoliticas.
2.4.1.3. Enzimas de origen vegetal

Se citan dos grupos  importantes: L.as
proteasas que contienen diversas plantas, y amilasas que
generalmente se encuantran 2n los cereales,
industrialmente las proteasas de mayor importancia son:
~ PFapaina, la papaya contiene un latex que en los

Gltimos aMos ha llegado a ser uno de los productos mas
apraciados del comercio por su gran poder de digestibn
de las proteinas, esta sabia recibe el nombre de

“papaina bruta", el ldtex se obtiene de sangrar los



frutos  verdes de los drboles jovenes, pues el frubo
madura yva no contiene la enzima, las gotas de latex se
recogen en un recipiente de loza, se seca rdpidamente
para evitar pédrdidaz de enzima, en hornos  adecuados
(!

sin que sobrepasen los 38 C. Fara medir la actividad
del ldtex se vierte una cierta cantidad en la leche,
teniendo  la facultad de coagularla como el cuado, en
la fabricacion de cerveras se aplica papaina para
@liminar la&a twbides, 2 las industrias textiles se
emplea como agente clarificante, en farmacia entra en
la formula de numerosos preparados que facilitan  la
digaestidn, como antihelmintico, en la difteria, v en
lesiones de la piel.

Ficina, se obtiene del lditex de drboles tropicales del
genero Fious, la ficina contiens ura el ma
protecliticsa ALy potente utilizada 11 muchas
industrias, la enzima cristalizada resulta  ser una
protelina, se inactiva con agua oxigenada o con vodo.
Bromelina, se extrae de las raices, tallos v frutos de

la pitia americana, de coagular la leche. &1

la actividad de la proteinasa disminuye cuanto mas

maduro es 2l fruto de la papava, esto no sucede en la

bromel ins. Sa precipita  bromelina con  alcohol,

recuperandg este disolvente, v el zumo residual por su

contenido  en azdcar, se emnplea para la fermentaciadn
. =

alecohdlica, 2 litros de zumo fresco producen 5 gramos

de enzima casi incolora (11)



ANIMAL

De entre los rumiantes, los bovinos <cson los

principales proveedores de renina. En el aprovechamiento

integral ‘de 1los bovinos se incluye la wutilizacién de

visceras y 6rganos abdominales, para el presente estudio
se escogid el cuajar que servird para extraer la renina,
enzima que audn no ha podido ser sustituida por otras, que

lleguen a reunir las mismas cualidades.

Fara ‘conocer hejor el cuajar, denominado
tecnicamente abcmasb, se presenta en una gréfi&a s
situacién, luego se hace Qna.descripcibn del estOmaga en
mconjunto para cdmprender al aporte del‘cuéjar dentro de

la actividad digestiva en los bovinos.

2.5.1. Situaciétn de las é6rganos abdominales vy
toraxicos en los bavinos

Fig =

Pulmén Bazo Panza Rif6n Intestino
delgado

Pericardio, de-
lante ¢l timo

RO et

2.5. LOS RUMIANTES COMO PROVEEDORES DE ENZIMAS DE ORIGEN™
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2.5.2. Descripcion del estémago de los bovinos

El aparato digestivo ocupa la mayor parte
del cuerpb del animal, en la anatomia del estdmago de los
bovinos se distinguen: rumen o panza; reticulo, bonete o

redecillas omaso o librillo; vy, abomaso o cuajar,

indicados en orden al paso de los alimentos. E1 rumen es’

.

la cavidad mas grande que poseen los bovinos en este
‘aspecto. Mientras el animal es lactante el rumen es mads

pequetio que el reticulo y no es activo;

Saco superior Estomago nzador, debajo
de la panza el atrio de ia panza

(e
W7 o
4

Booete
‘tredecilla)

Librillo
{salterio)

Saco inferior Cuajar

de la panza

-

Fig 3 Estdmago compuesto multilobular de los
bovinos, las flechas indican 21 paso de

los alimentos.

Es a partir de la ingesta de alimentos bastos
(hierba, heno) gue el rumen empieza a desplegarse,
ocupando pronto el espacic que le corresponde. E1l
reticulo o redecilla es mas compacto que el ruhen Y

muestra una fuerte muscul atura. Su membrana mucosa esta

K
(@]



dividida en cuadriculas gque le dan la apariencia de una
et Otra caracteristicae &8 la ranwa escofdgica que 1o
atraviesa desde la embocadwa del esdfago hasta la
entrada del abomaso, por esta ranuwra o canal va la leche
directamente &l abomeso en los animales jdvenes, sin
pasar  por las demas cavidades gastricas. £l librillao
astenta plegamientos delgados gue parecen colgados hacia
su dnterior, al igual gue las pdginas de un libro tendido
horizontalmente por  su espalda. Fatos plegemientos,
revestidos de una membrana mucosa, musstran a la vez una
serie de verrugas con ungd superficie muy  aspera  gque

sirven para trituwar los alimentos

For fin estd el abomaso o cuajar, es el verdadero
estdmago de losg rumiantes  (activo, pues guimicamentes)
unico departamento gdstrico que dispone de gldndulas
secretoras  liberadoras de sustancias v o disolventes que
preparan la comida para la accion  absorbente de los

intestinos.

£.5.3. Digestidn de los bovinos

Tras un breve masticado, los bovinos tragan
haocados de bastante voldmen gue entran mojados con saliva
@n  la parte anterior del rumen. De ahi son lanzados &)
reticulo de donde vuelven con la mismna fusrza. Er  sste
vai-vén los componentes del bolo alimenticio guedan
parfectaments mezclados v asi entran en el rumen. Aungue
este drgano no tiens gldndulas alberga un gran ndmero de

micraorganismnos v bacterias gue destruven la estructura



de la celulosa. ﬁespuéa de 2Z0-45 minutos empieza la
rumia, el animal realiza una concentracidn del alimento
en forma de bola, en la embocadura del esGfago, v 1o
transporta hasta la boca, donde mastica otra vez @l holo

alimenticio muy detenidamente.

En un régimen de alimentacion normal, se calcula
gue solo la rumia mantiene a los animales activos det 6 &

8 horas diarias.

Cuanto mds progresa la rumia tanto mds liquido se
presenta el alimento, la rumia se realiza en cualqgud er
posicion comoda que encuentra el animal, si el animal es
molestado se suspende 1a rumia para reanudarse una  ves
gque el animal vuelve a estar comado y tranguilo. En el
omasc o librillo sigue el proceso de desmenuzado aun por
mas tiempo después, la masa asi preparada pasa al abomaso
0 cuajar vy desde agul la digestion se realiza como en las

demés especies de animales. (&)

2.5.4. El Cuaiar

2.5.4.1. FEstructura

El abomaso o cuajar se encuentra
revestido por una mucosa glandular, de 1la cual wna
estrecha zona de gldndulas cardiales son de color palido
en el orificio abomasal, el fondus y el cuerpo presentan
las glandulas gastricas, mucosa esta que en estado fresco

e e et voson S0 cooae Sman oo e Fhres Hhuse $o4bt S0ORE Soban

6. Helmut M. pp. 20-28



ofreace un  color rojo palido y  numerosos pliegues
permansntes en direccion oblicua desde los lados del
surco del drgano Hacia la curvatura mayor vy porcidn
pildrica. Exta dltima porcidn estd tapizada por  una
mucosa rugosa y amarillenta,desprovista de plisgues, agui

o5 donde se localizan las gléandulas piloricas.

Las capas musculares longitudinal y circular del
cuajar aumentan de grosor hacia el piloro, 'al principio
gradualmente vy luego bruscamente, al iniciarse la porcion
pilérica; alcanzando su mayor espesor antes de comenzar

el ducdeno. (8}
2.5.4.2. Fropiedades Fisico Bicldégicas

vLog pliegues de la mucosa del
abomaso sifrven para a@manﬁar la superficie del drgano, en
la qua proliferan las células glandul ares, pueden tambieén
fener una funcion fisiolégica en el sentido de evitar la
estratificacidn de la digesta y asegurar su mezola rapida
con los Jjugos abomasales. En los ternsros jdvenes
alimentados con leche la actividad de la pepsina del
fluido abomasal es mds alta que en los terneros a los que
ce alimenta en cubos, sugiriendo qgue el reflejo  de
succitn es uno de los factores que estiscula la secrecidn

(23

2. Church. D. pp. 20-32
8. Nushag. W. p. 605
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2.5.5. Accibdn bacteriana en la digestidn

de los bovinos

l.a actividad bacteriana empigza
vya en la boca del animal y sigue por todo el +tracto
digestivo, en los hervivoros existe uwna actividad
microbiana muy notable en el ducdeno y en el colon, agul
las bacterias desgastan v desdoblan la celulosa y la
convierten en materia absorbible por el tejido digestivo,
se trata de una auténtica divisiton del trabajo puesto gue
el cusrpo animal no produce enzimas gue puadan realizar
este proceso, los almidones, sacarosa y proteinas gque
han resistido el atague de los dembas agentes digestivos
pueden transformarse a un estado aprovechable por la
accion microbiana, a Fin de controlar la poblacidn de
bacterias vy evitar la proliferacidn excesiva de algunas
de ellas debe haber un equilibrio alternante entre acidez
v  alcalinidad. Exdmenss del liguido del rumen han
revelado que en un gramo existen entre entre 1000 y 10000
millones de bacterias, os decir existen unos 7 kg, de
Sacterias en las cavidades gdstricas de un rumiante,
teniendo en cuenta que este dato no tiene en cuenta 1la
poblacién 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 demds animales.

2. Bin la xistencia del sistema poligdstrico, las

24



bacterias no dispondrian de un ambiente idéneo ni  de
suficiente tiempo para atacar y deshacer la estructura
de la fibra bruta; sdlo rompiendo dicha estructura es
posible que los demds drganos puedan realizar la labor

preparatoria para la absorcidn. (&)

2.6. EXTRACCION Y PREPARACION DEL CUAJO

llos  fabricantes de cuajo parten de cuajares de
ternera lavados v ﬁecadné, despruviatmﬁ de vanas y grasa,
s@& cortan en laminas finas gque se maceran en  cubas  con
agua salada al 9%, la maceracidn se lleva a cabo a 28-35
grados centigrados durante 4 - 5 dias, la presencia de
antisépticos evita la putrefacciéon, el liguido parduzco
obtenido ge filtra. | La conservacibdn prolongada de los
extractos de cuajo liguidos presentan dificultades que se
ha intentado scolucionar preparando cuajos concentrados en
polvo, estos productos se obtiensn precipitando el enzima
por satwracidn de la solucidn con ayuda de cloruro
shdico. |

2.7. PODER COABULANTE O FUERZIA DEL CUAJO

l.os exrtractos de cuajo comerciales deben tenser un

poder coagulante cuidadosamente determinado. Este poder

llamado comunmente fuerza del cuajo se Hpresa en
- 1 .....1

Unidades ESoxhlet . ml (Us.ml 3}, idindica el ndmero de

litros gue puedes coagular un litro de extracto de cuajo a

aone sarnn seoss seren mmaen soans mbbe bemet soies menes et meve

b, Helmut m. p 2



g S

ta temperabura de 3% grados centigrados en 40 minutosy
po %

aplicando la siguiente féormula se puede determinar
facilmente los UsS que corresponden  a determinado

wtractos

FARA EXTRACTE LIBUIRGD “ARA EXTRACTO EN £OLVO
Vox 2400 Vor 2400

US . ml—dy = = US ygmty & oo

V vxt 7 mx t

Donde: V = volumen de leche (ml)

v = volumen de extracto (ml:

peso del extracto en polvo (g}

it

m

* t

tiempo expresado en segundos. (173)
¥ Fl tiempo gue se anota es aguel comprendido desde la
adicidn del enzima a la leche, hasta la formacidn de una

cuajada firme.
2.8. MECSNISMO DE COABLEACION DE LA LECHE POR EL CUAJO

Constituyendo la leche un sistema polidisperso
esto o3 sus distintos componentes forman particulas de
tamaMo diverso en diferentes grados de digpersion vy
formas de solucifn, tales como los globulos grasos,
caseina, albumina, lactosa, sales, etc; nos interesa
aqui el componente caseina debido a la accidn del cuajo
sobre dsta, accidn que se produce en dos fases:

a) Fase enzimdtica o primaria.— en esta {fase se diﬁméian
los glucomacropéptidos

1%, Veisseyre R. pp 427431
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al Micela intgmta de caseina

b Pértfcula de caseina desprovista = de coloide
protector

c) Gel de tipo enzimdtico (paracaseinato cdlcicol

1. Capa hidratada

2. Blucomacropéptido (parte hidrdfila de la caseina k)

. Parte sensible al calcio de la caseina K

4. Otras fracciones proteicas sensibles al calcio

r

especialmente caseina. (173}
2.9. PRACTICA DE LA ADICION DE CuAJa.

Inmediatamente después de la adicién del cuajo a la
leche a temperatuwra adecuada, se agita perfectamente con
objeto de homogenizar la mezcla. Una mala distribucidn
del enzima conduce a ia ghtencién de quesos de calidad
muy heterogén@a? unos  secos v gquebradisos vy otros  mal
desuerados. Una vez bien repartido el cuajo se detiens
rapidamente la agitacion para que lalcmagulacién pueda
producirce &N un repos ?tntaln Azl se evita la

producoidn cle una cuajada en hojas o an tiras,

perjudicial para la calidad de los quesos. (135






ITI. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIALES Y METODOS DE EXTRACCION.

Se eligid para estas experiencias los cuajares
frescos provenientes de bovinos sacrificados en el camal
de esta ciudad (Caftrilosa) cuya edad estaba comprendida
entre 4 - & affos. El proceso para la obtencidn de
enzimas coagulantes denominada Renina (cuaio animal) se

hizo siguiendo 81 diagrama sigulentes
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3.2. DBESCRIPCION DEL PROCESO
3.2.15 Freparacibn

A los cuajares {frescos se los limpid de
graséﬂ venas, sangre y regiduma de la digestion mediante
un lavado con poca agua, lusgo se adiciond sal en un 407%
v o dugo de naranja, se secaron al ambiente durante 25-30
dias, al cabo de este tiempo se tuvo e1 cuajo seco,
déshid*atadmﬂ_ que sirvid como materia prima para la

xtraccidn de las enzimas, uwn  producto similar  se
encontrd en el mercado con la diferencia que contiene una
buena cantidad de grasa, la misma que debe ser separada

antes del pesado.
3.2.2. Pesado

Se pesa la cantidad original para hacer la
relactdn de dilucion en funcidn del vl umen de
maceracién, vy al final, facilitar la concentracidn va gue
mientras mas dilulda esté la solucibn, el tiempo de

concentracidn es mayor.

3.2.3. Troceado

Fara permitir el contacto del liguido con
2l material seco se corta el cuajo en tiras de 3 3 8 om.

aproxkimadamente.

AR



YR Maceracion

Be realizd con agua en frascos Erlenmeyer

las

de D00 v 1000 ml. v una estuta para mantensr estables
diterentes temperatuwras. Esta parte del proceso permitid
aefgctuar la mayvor cantidad de wvariaciones tanto  en

componentes como la temperatuwa v tiempo de macsracidn.

Se determind el contenido enzimético existente en el
extracto mediante prusbas de coagulacidon efectuadas  a
intervalos regulares, en astas prusbas  se ubilizaron

vasos de precipitacidn de 30 ml. a los que se afadid 40
- )
3 0. en bato maria, v

da

ml. de leche fresca, calentando a 3

s agreqo Q.3 ml. de extracto enzim&tico, 1 tiempo en
producirese el coagulo firme peraltid conocer la fusrza o

- 1
titulo expresado en US ml gequn la fdrmula detallada en

oy
o "

A continuacidn se detallan las variaciones iechas
con los resultados logrados, wun grafico v el respectivo

comantario.
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Maceracidn utilizando agua y suero:
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Comentario

De acuerdo a Ia

preferira utilizar agua.

Curva,
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Maceracidn utilizando agua y suaro
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Fig &. HMaceracidn a diferente dilucidn

Comentaric

La mejor dilucidn es la prueba Bd, wtilizando esta

proporcidn , serd necesario determinar que tiempo Y

temperatura resultan dptimas.



3.2.4.3. Maceracién a diferente tiempo y temperatura

! COMPONENTES ' PRUEBAS
T ne Bt ot ot
T iman <@ 100 100 100 100
Agua ' (ml) 200 200 200 . 200
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| 5 dias ' 1100 1500 35&20 2000
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Fig 7. Maceracidn a diferente tiempo y temperatura.

Comentarioc

La grdfica demuestra que la temperatura dptima

O
10 C. durante 5-6 dias de maceracidn.
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F.2.4.4. Maceraciéon con Acido Sulfarico
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Fig 8. Maceracidn con ¥fdo sulfdrico.

Comentarioc

Aftadiendo 10 ml. de SO4HZ2 1 N a la dilucidn
recomendada  anteriormente se obtiene la mejor extraccidn

de enzimas.
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z.2.4.5. Maceracién con Acido Clorhidrico

| COMPONENTES PRUEBAS i

i fac Rc Co Do i

Cuaio Deshidratado (g} 100 100 100 100
Agua (mi? 200 200 200 200

CIH IN {ml) 5 10 1% 20

e T e = e

E0 EZ0

Temp. de maceracion (0} E0 30

g /ml Obtenidos

E dias 1300 1200 810 SO0

4 dias 14600 1620 28 &EO

35 dias 1650 1700 859 G40

i S 1517 1507 52 606
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Fig 9. Maceracibn con Acido Clorhidrico

Comantario

s

La meijor extraccion empleando ClH se realiza en O dias

gtilizanda 10 mi. IN

2
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Fe2eb.b6. Maceracibn con jugo de Naranja

t

i COMPONENTES FRUEDBAS '
i Aj Bj Ci 03

i Cuaio seshidratado (g} 100 160G 100 100

Agua {ml} 200 SO0 200 200

Jugo de narania {ml) 5 10 15 20

Temp. de maceracidn (ec) 30 B0 S0 H0O

UsS/ml  Obtenidos

S odias HO0 1500 FO0 SEG

4 dias 711 1600 714 LHOO

I T

3 dias &80 EF200 8OO S9%

HEG 2100 871 a8L i
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Fig 10. Mace@raclonh con Jdugo de Naranja
Comentario

Mediante 1 empleo de jugo de naranja, tambidn ge
obtiens una buena extraccidn enzdmatica. Y la mejor
apcion es uwtilizar 10 ml por 200 a1l de agua v mantener la

maceracidn durante 35 dias
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Z.2.4.7. Maceracibdn con ClNa
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Fig 1l. Maceracion con Cloruwo de Sodio
Comentario

Similar resultado al anterior se obtiene mediante el

emplen de (Cl1 MNa utilizando 10g. Y manteniendo la

maceracidn dwante O dias.



ACIDOS US;ml - OBTENIDOS (%)

ClH (c) ' 1517 1507 832 606
SO4H2 (s) 1822 2562 1864 1683
Jugo nar (3} 630 2100 871 381
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Fig 12. Resultado de las Variables de Maceracibn
Comentario
La mayor extraccidn enzimdtica carresponde a las

prusbas en las que se utilizd 804H2 vy ClnNa, resul tando

estas las recomendables en esta investigacion.



Z2.2.9. Filtracidn

Terminada la maceracidn se separa el liguido de los
pedazos de cuajo mediante un lienzo, se obtiene un

liguido parduzco.

J3.2.86. Clarificacidn

Se logfd clarificar un tanto el liguido, hacidndolo
pasar a través de algoddny, hacerlo pasar por el papel
filtro, resultd muy lento. Fara lograr un mejor resultado
ge clarificd por sedimentacidn vy centrifugacidng una
buena sedimentacidn se produjo cuandeo se adiciond CliNa
hasta llegar a 19-20% Be. y se dejd reposar por 24 horas,
luego se trasvaso 21 sobrenadante para utilizarlo COomo

9

xtracto liguido o para concentrarlo.

Un procedimiento fas rdpido de clarificacidn Ffud

medi ante centrifugacidn a 2000 r.p.mn. duwrante 13 minutos.

Z.2.7. Activacién

Se determind aumento en la velocidad de reaccidn
enzimdtica mediante la adicidn del 34 de dcido citrico
preparado en dilucidn 1:100 relacidn Wiv, con lo cual se

incrementd el pH llegando ha establecer los valores de

u

4,6 - 5,0 resultando ser estos valores dptimos para 1

actividad de estas enzimas.

4¢3



2.2.8. Concentracién

3.2.8.1. Al Ambiente

Con el objeto de concentrar el extracto ligquido al
ambiente, s@  lo mantuvo, en vasos de precipitacion
destapados para facilitar la @vapmracian,- luego de 20
dias no se logré conseguir la concentracion mediante este

método.

3.2.8.2. En Estufa

Considerando la degradacidn de las enzimas por

efectos del calor, se ensayd smanteniendo el 1liguido
(o

enzimdtico a 30 C, luego de & dias se consiguid reducir

el voldmen el 50%. Realizadas las pruebas de actividad

enzimdtica se establecid gue se produce inactividad, por

tanto se suspendid este tipo de concentracidn, habiendo

logrado establecer el siguiente cuadro de datos.

TABLA No 4

Variacion de la actividad enzimética debido a la
o
concentracion en estufa a 30 C

Metodo de vl umen Us/mil Vol umen LS /ml
extraccidn inicial (nl) inicial final {(ml) final
CiH 40 2133 22 1280
SO4H2 40 F200 ig 1000
Jugo de

naranjia 40 1600 20 4280

CINA 40 2133 20 1470



F2.2.8.3%3,0 Por Liofilizacion

Utilizando el equipo "Laboonco" se logrd concentrar
renina coapletaments, obtenitendo wun polvo de excelentes

caracteristicas, mediante las siguientes condiciones de
tirabajo.
Fresidn de la camara = R0 micwoné% (0;03 (]
Temperatura =
Volumen inioial = JOO00 ml oy US/ml = ZEOO0
Resul tado
Volumen concentrado el

Concentrado  final = @8 g ., US/g = 1 ha OO0

2.2.8.4. Far Otomizaciéon

En el egquipo de atomizacidn "Atomizer Nicrod
consiguld obtener @nzimas en polve, mediante un  pProceso
similar al  de obtencidn de leche en ol voy, las

condiciones de trabajo empleadas en el gquipo fueron:

Tenperatuwa de entirada
0

del aire callente = 140

Temnperatwa de salida
]
del aire =2 4% C

I
o

Fresian de la camara = & Fgldom
Volumen imnicial (ml) = B0

-1
Heml = 1200

42

SOW = 500 ml o, US/ml = 006G



RESULTADO OBTENIDG:

Feso final {(g) = A0
' -1

Us. g 4200

it

3.2.9. Conservacion

El extracto liquido se conserva muy bien
de color ambar y bien tapados, en refrigera
ambiente, pruebas de actividad durante b

conservacidn, indicaron guer no existen camb

actividad enzimdtica que sean significativos.

4%

@ar frascos

cidn o al

meses de

ios en la

El concentrado en polvo debe conservarse €0

recipientes  herméticos, va que el produc

higroscopico,

TABLA No 3

Variacion de la actividad enzimdtica

conservacion del polvo concentrado.

tOTIEMRO DE H
i CONSERVACION |

: (MESES) : us/g

to =8 muy

durante la

)
1]

O § i 16,000 :

P2 i 16.000 i

ems oreo s sorat sueen voes b44on Yamen 20 FAES 1068 sursh B b o S4dey Se420 n evede TTES FrERe SsePd SeveR Seets wiem foved S04 AR Shods TAmO KN s sbede Luoks ceam bt

i3 S 164. 000 d

L4 15,980 :

. i 15.980 d



3.3. CARACTERISTICAS DEL. CUAJD EXTRAIDO

Z.3%.1. Analisis organoléptico

44

Las apreciaciones sensoriales mediante atributos y

caracteristicas del producto determinaron las siguientes

cualidadess

ATRIBUTO CARACTERISTICAS
- Qonc. por Conc. por
Liofilizacidn Atomizacion
COLOR Blanco crema Blanco
OLOR Ligeramente a L.igeramente
fermento a termento
SAROR Salino Salino
TEXTURA Folvo Folvo

granul oso

2.3.2. Andlisis Microbiol6gico

Fara la toma de las distintas muestras se

siguiente procedimiento:

~- Fara el cuajo original, a 10 g de muestra
20 ml de agua destilada, se homogenizo
agitacién, de esta dilucidn se tomd 1 ml
aMadid 9 ml de agua destilada, a 1 ml
dilucicdn se agregd 9 ml de agua destilada,

lista para realizar al cultivo.

uni forme

siguid el

s afyadio
mediantea
al gue se
de asta

quedando

- Para el extrato ligquido, a 1 ml de extracto se le

agrego 9 ml de agua destilada, de esta dilucidn a 1



ml se aMadid 7 ml de agua destilada.

Fara la renina en polvo, 1 g de polvo se mezcld con
7 ml de agua destilada, de esta diluciétn 1 ml se
diluyd con 9 ol de agua destilada, de estas
preparacionss  para conssguir una dilucidn 1@ 1000;
sa emnplearon O,1 a1l 2n los siguientes medios de

cultivo, cuyos ndmeros de referencia son:

10128, Agar peptona de caseina — glucosa ~ extracto
de carne, para el recuento de gérmenes totales, se

o
incubd a 20 C durante 48 horas.

1406, Agar violeta, cristal rojo nuetro, bilis para
identificaciédn de bacterias coliformes, s2 incubd a

o
20 O duwrante 48 horas.

5E9%, caldo maltmﬁé 2% segun Saboroud adicionado de
G,.5% de 804Cu como inhibidor de bacterias, para la
daterminacidn de  mohos ‘y levaduras. Fara la
determinacidn de bacterias con este medioc, no se
utilizd el inhibidor. Lusgo del contaje de colonias

s establecid &l siguiente cuadro de valores.
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TABLA No &

Resultados del Analisis Microbiolobgico.

{

Microorganismos Cuajo Extracto Falvo
original Liguido concentrado
por liof.
= 3 3
Gérmenaes totales CEA.E w10 21,5 % 10 Z,047 2 10
Coliformes F,33 0w 10 1.6 % 1G O
A = =
Mohos v levaduras 25,0 # 10 20,0 ¢ 10 2, IF x 10
. . 7 4 T . o
Bacterias ' 11,2 % 10 1,353 % 10 714

3.4. COMPOSICION QUINMICA

Se realizaron los andlisis del concentrado por

liofilizaciéon gue did =1 siguiente resultado.

Humedad 2,5%
Grasa O,S%
Froteina 11,5%

Clina 81,8%
Cenizas Hy2U

3.5. TITILO DEL CUAJO PARA EL EXTRACTO LIGUIDO Y SOLIDO

3.5.1. Extracte Liguido

Fara la determinacion del extracto liqguido se



utilizd 40 ml de leche muy fresca., calentada a 35 C,
temperatura gque se la mantieng constante mediante bhafo

maria, con el empleo de la férmula 2.7. se tiene.

Vo= 40 ml

v o= 3,1 ml

L = 96 seqg.

Voow 2.400
Us/ml R o o it s s

v oOH t

40 ¥ 2,400
us/mi 5 e ot e s e o e o s i

Us/ML = 10,000

Este resultado quiere decir que con 1 ml de extracto
liguido pueden  cuagularse 10 litros de leche en 40
minutos.

J3.5.2. Extracto Sé&lido

Aplicando el mismo procedimiento  anterior, Y

reemplazando v en ml por m en granos se tisnes

m = ,1 g

40 o Z.A400
s / g LTI s e o s 4t St st 0 G5 o S S 40 St S v s e o
0.1 = &0



Ls /g = 1b,O00

Se considera que con 1 g de polvo concentrado se

puaden coaguwlar 16 litros de leche en 40 minutos.

3. 6. PORCENTAJE OPTIHG DE APLICACION

Fara obtener un buen producto se determind que  la
coagulacién  debe producirce sn 20 aminutos como término
medio, va gque una coagulacion en menor tiempo produce una
coagul aci bn parcial insidisndo en el rendimiento,
mientras que un tiempo mayor da oportunidad al incremento
de la acidér que llega a afectar el sabor del producto
final. Fara calcular la cantidad de enzima adecuada a

anplear tomando en cuenta el tiempo sehalado de 20

minutos, sirvie el siguisnte procedimiento.

Ejemplo: Con el cuajo de titule 1 @ 16.000; 0,1 g
)
coagula 40 ml de leche a 33 0 en 60 segundos,

cuantos gramnns gde cuajo requiero [ ar a
o

™ hrtg Py

coagular 10 litros de leche a I3 C en 20

minutos?

o
O.1lg ——- 40ml - Z5 0 - 605
Flanteo:
X e 30, QOOML e 500 - 20(&60) s
o
0,1 g » 10,000 ml » 33 O x 60 s

despejando: M EE e o o e o it 41 2 o e e s S

40 ml x 33 C x 20 (60)=

ryg

X = 19‘:.‘..) g

a8



4G
Fara comprobar el titulo original,planteo
1,25 g coagulan 10,000 ml de leche en 20 minutos a
donde,aplicando la fdrmula conocida.

Vo 2.400
Us/g L e e e e e e o e o e e e

mx t
10.000 ¥O2. 400
US /g 55 crtae cetse sease st v s Sdoss Gbter o dores svere S FHeRe S S4ves Hbint e SeriE cave Shoes SR ek

1,25 % 20 (&0)

us/g = 1&. 000






IV, CONDLUSIONES ¥V RECOMENDACIONES

4. 1. COMCEUSIONES

Durante el proceso de extraccidn de SN imas,
madiante la variacidn de componentes en la maceracidon fud
poasible encontrar el método dpltimo en esta investigacibn,
que se sintetiza en lo siguientes

a) Extraer enzimas & partic de cuajares fr@scos no es

caonveniente debido a la répida descomposicion.

by Utilizar susro como liguido de maceraciodn ne
rapresenta vantajas, por tanto es suficiente

enplear 21 agua.

c) La extraccidn dcida qgue mejor rendimiento did, fud

utilizando S04H2, en las siguientes proporcioness:



)

&}

)

g3

M)

Cuajo deshidratado
Agua

S04H2 1N

Tienpo de maceracidn

Temperatura

R R T )

[P an s
60, 5%

P
it g et

5 dias

0 C

did la wtracocidn alcalina

utilizando ClNa en las siqguientes proporciones:

Rendimiento similar
Cuajo Deshidratado
Agua
CiNa

Tiempo de maceracidn

Tenperatura

E1

grdfico de la pagina 40 permite

“rey e

Al gt

&
5, 4%

& odias
o}
0 C

raelacionar @l

resultado de todos los ensayos donde se aprecia gue

los descritos
Del andlisis
una reduccidn

concentrado, debido

anteriormente

@n la carga microbiana en el

a la

SOMn lOs mejores.

microbioldgico se concluye gue esxiste

producto

eliminacidn del agua.

El producto concentrado peraite la caonservacilidn
Bin pérdida significativa e S actividad

enTrimatica.

il

rendimiento

liofilizacibon es del

obtenido para el

concentrado por

FU



i}

4.2,

oport

simil

al

b3

d)

g
.t athe

En la concentracion mediante atomizacion la
]
temperatuwra de la camara superd los 100 €, sin
embargo el producto final presentd actividad (US/g
= LR00) este hecho se justifica debido a que la
temperatura de inactivacion para enzimas suel a
variar con el logaritmo del tiempo de exposicion.
RECOMENDACIONES )

Ya que 21 campo de las enzimas ofrece miltiples
unidadeas, =1 podrian continuar con ENSAayns

ares. asis

Fara llegar a valores superiores en US /g He
padria ensayar escogiendo bovinos de corta - edad

{(ternaeros) .

Tambidén s@ podria experimentar con  diferentes

especies como terneros, ovejas, cabritos y cerdos.

Los fabricantes de praoductos lacteos pusden
disponer de sus proplias enzimas en axtracto liguido

siguienda las proporciones detalladas en 4.1.0) v )

De los resultados obtenidos en esta  investigacidn
se deduce que se pusede dar un mejor aprovechamiento
a los cuajares provenientes de animales que se
sacrifican en los camales; mediante la obtencidon de

enzimas coagulantes, para la leche.



@) La renina conseguida siguiendo el método antes
descrito permite con seguridad obtener quesos da

busna calidad, siendo por lo tanto recomaendable

para quieness estan dedicados a esta produccion.

i

e






ANEXO HNo 1

DETERMINACION DE CENIZIAS

FINALIDAD. - Determinar @] contenido de minerales en  una

4

muestra,

MATERIALES:

Crisol

Mut i a

Desaecador

Balanza Analitica
Finzas

Calentador eléctrico

TECNICA. ~

H
i

LY
Calentar el crisol &2n la muwfla a 350 ¢

Enfriar el desecador v pesar con aprodimacidn a 0,1 mg

Transferir el criscol vy pesar con aproximacion de G,1 mg
Colocar el ocrisol con su contenido en el calentador
hasta que no haya desprendimiento de bumo de la muestra

Introducir el corisol en la mufla a la temperatuwra

indicaca, bhasta obtener cenizas libr

de particulas de

carban.
Sacar de la mufla el crisol con las cenizas, deiar
enfriar en 1 desecador vy pesar con aprodimacidn de

.4 mg

54



Farmul a:
c - a
C om e 30 100
b - &
Ponde

= cenizas en la muestra expresadas en %

[+
il

peso del crisol

b = peso del crisol + muestra

¢ = peso final
Eijemplo: Determinacidn de cenizas en @l
deshidratado.
Datos

a = 8,7534 g
b o= 10,5643 g

c = 99,4543 g

Aplicando la formula:

9,454 ~ §,7554

C‘ 20 oo soen e et mkm e S Soas et rh b e 10 B0 S8 Sl Ptny it St et R oo
"

10,5643 ~ 8,753

Co= 38,7 %

cuaio

Fa necesario. indicar que el alto contenido en

cenizas resulta debido a que la muestra contiene el

de ClNa.

e 0
ot ud ()

]

]



ANEXO No 2

DETERMINACION DEL ClNa

FINALIDAD. - Conocer el contenido en CliNa de una muestra.
MATERIALES ¥ REACTIVOSG:

-~ Pipetas de 1 y 10 ml

Vasos de Frecipitacion

Balanza Analitica

i

NCIEAg 0,1 N

Indicador, cromato potdsico

i

TECNICA

- Se  disuelven al rededor de 0,25 g de la muestra
axactamente pesados en uno S0 ml de agua y se valora
con nitrato de plata 0,1 N utilizando 0,5 - 1 ml de
cramaté potésico, bhasta la primera aparicion del color

naranja, frente al color amarillo del indicador.

Ejemplo: Determinacidn del ClNa en el cualijo deshidratado

Datos
muestra = 0,25 g
Afarado a 230 ml
Alicuota = 20 ml

Viraje con = 1,2 ml de NMOIZdg O,1 N



Color del viraje, minimo rosa o naranja

Reaccidén:  NO3Ag + ClNa ——-— NOZNa + Clég
Calculos:

g bureta =V . N . E . meg

=L, 2 o 0,1 x 1 ox 0,16987

i

0,0203844 g NOZAg

Relacitn 169,87 Sk 38,49
reaccidn  0,0203844 3 = ,Q070177 g Cliha

—
Relacion ©,0070177 - 20
Alicuota « e 200G = (08772123 g ClNa
Relacidn O 08772128 - 0,25
3
muestra b - 100 = EZEH,08 g ClNa

&

o
<
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ANEXO No 3 2

DETERMINACION DE PROTEINAS DE ORIGEN AMIMAL POR EL METODO

"L (COLORIMETRICO)

FINALIDALG. - Conocer el contenido proteéico en las mnuestras

del presente estudio.

MATERIALES

- Colorimetro "Udy Tec"

~- RBalanza Analitica
Frrobeta

~ Baldn de aforo de 100 ml

- Agitador automdtico

-~ Tubo reactor

- Frasco de filtracidn

- Buwreta

- Acidm citrico

-~ Colorante concentrado

~ agua destilada
TECNICA

-~ Mezclar 22,29 + 0,02 g de muestra con E00G 4+ G,1 ml  de
solucidn de acido clitrico &l 2 4 en una licuadora hasta
gue  la soluidn esté homogdnes, esta es una  solucion

1e10.

~ @oregar uwna gota de alcohol octilico lueqo mezcle por &

sEQUNAdos.



59

- Pagse de esta disolucién 3,6 g para productos con  alto
contenido de proteina y 7,8 g para productos de bajo
contenido en proteinas (pese directamente en el tubo

reactor?

~ Afrada 40 ml de solucidn de reactivo Q colorante
concentrado vy agite 1% —~ Z20'cuando las carnes  son

conocidas puade ser necesario un tiempo mayor.

- Fije el analizador (colorimetro) a 42,0 en la escala de
lectura con la solucidn de reactivo colorante de
referencia Alternativamente e pﬁeﬁ@ P OgE amar el
colorimetro utilizando los valores de Kl y EZ tabulados
para estos productos "blY.Despugs que son fijados estos
valores, presione el swith de O - 100 % de proteina

para gue la lectuwra sea directa.

- Cologue un Ffiltro &n la tapa del frasco de filtracidn vy

haga la lectura cuando han pasado 25 - I0 gotas de

solucicon a traveds de la cubeta del colorimetro.

Valores utilizados en la lectwa de la proteina.

Alimento W. musstra T. reacclidn Valores de
(muestira) (mg) (mir) k1 B

Carne en
genaral 7. 200 o - 25 -0, 2% 2,89
La cantidad de proteina se lee directamente en el

colorimetro.

Fijemplo: andlisis de proteina en las enzimas concentradas

por liofiliracidn, la lectura did = 11 %
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