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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue obtener tres enzimas proteoliticas a partir de la papaya (Carica-
papaya), pifia (Annanas-cosmosus L) e higo (Ficus-carica L), aplicando un disefio completamente
al azar y la prueba de Tukey, con 5 repeticiones, con un tamafio de unidad de 5kg encontrandose
diferencias altamente significativas obteniendo el latex mediante los siguientes métodos: ruptura
mecanica para la pifia, cortes longitudinales para la papaya e higo, en la evaluacién fisico-
quimicas de las frutas, se reportaron valores de 7,62 Brix y pH 5,48 para la papaya, 12,12 Brix y
pH de 2,20 para la pifia, 7,24 Brix y pH de 6,48 para el higo, donde el mejor rendimiento fue de
18 ¢/Kg para la ficina. Mientras que para la actividad enziméatica se empled un disefio
completamente al azar con un tamafio de unidad de 0,0375mg de enzima encontrandose
diferencias altamente significativa reportandose valores de 15,09 U/mg proteina con un tiempo
de coagulacion de 61,44seqg para la papaina, 15,74 U/mg proteina con un tiempo de 73,92seg para
la bromelina y 14,87 U/mg proteina con un tiempo de 58 segundos para la ficina, concluyendo
que la Gltima es mejor presentando una velocidad enzimatica y tiempo de coagulacidn eficaces.
Para los analisis comparativos realizados al queso elaborado con la mejor enzima y el queso
comercial se utilizo la prueba T-student, con tamafio de unidad de 4 Litros con 5 repeticiones
donde en el andlisis fisico-quimico se obtuvo valores similares en % de humedad, Aw, pH a
excepcion de la proteina que existe una diferencia de 8,86%. No se reportd presencia de
microorganismos patgenos en el andlisis microbioldgico. En el anélisis sensorial se utilizo la
prueba de preferencia pareada donde el 100% de catadores prefiri6 el queso fresco comercial. Se

recomienda realizar una purificacion enzimatica para mejorar el contenido de proteina.

Palabras claves: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS AGROPECUARIAS>, <ENZIMA
(PROTEINA)>, <ENZIMAS PROTEOLITICAS>, <ACTIVIDAD ENZIMATICA>, <FUERZA
DE COAGULACION>, <TIEMPOS DE COAGULACION>,
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ABSTRACT

The objective of this research work was to obtain three proteolytic enzymes from papaya (Carica-
papaya), pineapple (Annanas-cosinosus L) and fig (Ficus-carica L), applying a completely
random design and the Tukey test, with 5 repetitions, with a unit size of 5kg finding highly
significant differences obtaining the latex by the following methods: mechanical rupture for
pineapple, longitudinal cuts for papaya and fig, in the physicochemical evaluation of fruits, values
of 7.62 Brix were reported and pH 5.48 for papaya, 12.12 Brix and pH of 2.20 for pineapple. 7.24
Brix and pH of 6.48 for the fig, where the best yield was 18 g / Kg for ficin While for the
enzymatic activity a completely randomized design with a unit size of 0.0375mg of enzyme was
used finding highly significant differences Reporting values of 15.09 U / mg protein with a
coagulation time of 61.44sec for papain. 15.74 U / mg protein with a time of 73.92scg for
bromelain and 14.87 U / mg protein with a time of 58 seconds for ficin, concluding that the latter
is better presenting an effective enzymatic speed and coagulation time. For the comparative
analyzes carried out on the cheese made with the best enzyme and the commercial cheese, the T-
student test was used, with a unit size of 4 liters with 5 repetitions where in the physicochemical
analysis similar values were obtained in percentage of humidity, Aw, pH except for the protein
that there is a difference of 8.86%. No presence of pathogenic microorganisms was reported in
my biological analysis. In the sensory analysis, the paired preference test was used where 100%
of tasters preferred commercial fresh cheese. Enzymatic purification is recommended to improve

the protein content.

Keywords: <AGRICULTURAL TECHNOLOGY AND SCIENCES>, <ENZYME
(PROTEIN)>, <PROTEOLYTIC ENZYMES>, <ENZYMATIC ACTIVITY>, <FORCE OF
COAGULATION>, <COAGULATION TIMES>.




INTRODUCCION

Durante los ultimos afios la biotecnologia ha venido experimentando grandes avances en
aplicaciones industriales, debiéndose a la demanda de productos de calidad, asi como también
procesos industriales dptimos, esto ha incentivado el estudio de nuevas tecnologias para lograr

dichas metas obteniendo asi beneficios tanto para la industria como para el consumidor (Dalgo, V,
2012: p. 1)

Las enzimas proteoliticas conocidas también como peptidasas o proteasas, pueden utilizarse en la
elaboracion de variedad de productos y en diversas industrias, como los procesos catalizados por
las enzimas siendo cada vez mas numerosos, presentando una serie de ventajas frente a los
catalizadores convencionales. ya que son proteinas formadas por uno o mas cadenas de
polipéptidos, trabajan en secuencia y catalizan ciento de procesos quimicos, desnaturalizan

proteinas y la convierten en energia. (Acosta, R, 2011, p.1).

Las enzimas vegetales son muy eficaces como catalizadores, son capaces de aumentar la
velocidad de las reacciones quimicas mucho mas rapido que cualquier catalizador artificial
conocido, cabe recalcar que son altamente especifico es decir que cada uno de ellos induce la
transformacion de un solo tipo de sustancia y son muy activas a temperatura y presion

atmosférica. (Acosta, R, 2011, p.1).

Las frutas como la papaya, pifia e higo presentan enzimas con actividad proteolitica. Debido a
problemas de suministro de cuajo animal y la expansién de la industria de quesos forzaron la
busqueda de enzimas alternativas, por las amplias aplicaciones que tiene en la industria ha
generado gran interés en la extraccion de las enzimas con la finalidad de evaluar la mejor actividad

enzimatica. (Yanza, E, 2010, p. 17)

La papaina es aplicada en las preparaciones enzimaticas crudas obtenidas del latex (Carica
papaya) como distintas fracciones proteicas del mismo. La papaina y quimopaina son proteinas
presentes en el latex (10 y 45 % de la proteina soluble), el cual contiene también lisozima (20 %).
La cisteina numero veinticinco es esencial para la actividad de la papaina, y su oxidacién por

agentes oxidantes o iones de metales pesados causa inactivacion. (Rivera, V, 2005, p.46)

La enzima bromelina se obtiene a partir del jugo de la fruta o de los tallos de la pifia (Ananas

comosus). Es una glicoproteina del grupo de la cisteina proteasas. Actua preferencialmente sobre



aminoacidos basicos y aromaticos de las proteinas, su pH dptimo se encuentra en el rango de 5 a

8. Tiene baja tolerancia térmica. (Clavijo et al., 2012: p.43)

La enzima proteolitica ficina proveniente del latex del fruto verde, su actividad proteolitica se
manifiesta al desnaturalizar sus proteinas sustrato mediante la ruptura de los enlaces disulfuro

generados por aminoacidos sulfurados, es similar a la papaina que se extrae del latex de la papaya.
(Carrera, J, 2003, p.15)

En Ecuador actualmente no existen muchas investigaciones sobre las enzimas proteoliticas de
origen vegetal ya que actian como catalizadores de reacciones metabolicas muchas de estas
reacciones llegan a tener interés industrial debido a que su uso se esta haciendo cada vez méas

importante.

Debido a que hay un gran desconocimiento en temas de la actividad enzimatica de las enzimas
proteoliticas ya sea por falta de recursos humanos, materiales para el desarrollo de proyectos en
este tema, esta investigacion brindara resultados estadisticos que pueden servir para la pequefia y
media industria ofreciendo como alternativa el uso de las enzimas proteoliticas en sus procesos

de produccién como es la obtencidn de quesos.
Esta investigacion conlleva a la utilizacion de mecanismos en la produccion de muchos alimentos
y productos especialmente como es el queso con la ayuda de las enzimas proteoliticas de origen

vegetal, debido a que su funcion es transformar sustancias para dar productos finales.

Por lo expuesto anteriormente se planted los siguientes objetivos:

o Determinar el rendimiento de latex obtenidos a partir de la papaya (Carica papaya), higo

(Ficus carica), y pifia (Annanas cosmosus L).

o Evaluar el rendimiento de las enzimas (Papaina, Ficina y Bromelina).

o Comparar la actividad de coagulacion de las tres enzimas proteoliticas (Papaina, Ficina'y

Bromelina), obtenidos de tres frutas aplicado a la industria quesera.

o Analizar las caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales de una muestra

de queso fresco con la mejor actividad enzimatica.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Enzimas

Las enzimas son moléculas de proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar las
reacciones quimicas, disminuyendo el nivel de la “energia de activacion” propia de la reaccion.
Se entiende por energia de activacidn al valor de la energia que es necesario aplicar (en forma de
calor, electricidad o radiacién) para que las moléculas determinadas colisionen y se produzca una

reaccion quimica entre ellas. (Alba, N, p.759)

Las enzimas no reaccionan quimicamente con las sustancias sobre las que actlan (que se
denominan sustrato), ni alteran el equilibrio de la reaccion. Solamente aumentan la velocidad con
gue estas se producen, actuando como catalizadores. La velocidad de las reacciones enzimaticas
depende de la concentracion de la enzima, de la concentracion del sustrato (hasta un limite) y de

la temperatura y el pH del medio. (Alba, N, 2016: p.759)

Las enzimas pueden acelerar las reacciones quimicas, por su estructura globular se entrelazan y
se pliegan en una o0 mas cadenas polipeptidicas, que aportan un pequefio grupo de aminoécidos
para formar el centro activo. La enzima y el sustrato deben tener formas exactas entre si para
lograr adherirse. La accion de las enzimas se caracteriza por la formacién de un complejo que

representa en el estado de transicion. (Acosta, R, 2011, p.9)

1.2. Especificidad de las enzimas

Las enzimas son altamente especificas en cada reaccion catalizada y en sus cambios de reactantes,
los cuales son llamados sustratos. Una enzima generalmente cataliza una reaccion simple o un
grupo de reacciones estrechamente ligadas. Reacciones laterales que conducen al derroche de

subproductos rara vez ocurren en las reacciones catalizadas al contrario de la sin catalizar. (Lodeiro,
R, 2000, pp. 65-68)



1.3. Clasificacion de las enzimas

Existe una clasificacion normalizada con seis categorias principales dependiendo de la reaccion
que catalice la enzima, las enzimas se denominan afiadiendo asa al nombre del sustrato con el

cual reaccionan.

1.3.1. Oxido-reductasa

Catalizan reacciones de 6xido reduccion. Precisan la colaboracion de las coenzimas de oxido
reduccidn, que aceptan o ceden los electrones correspondientes; tras la accion catalitica, estas
coenzimas quedan modificadas en su grado de oxidacién, por lo que deben ser transformadas

antes de volver a efectuar la reaccion catalitica. (Alba, N, 2016: pp.759-780)

1.3.2. Transferasas

Las enzimas de este tipo permiten el cambio de grupos especificos de una molécula a otra.
Transfieren grupos activos (obtenidos de la ruptura de ciertas moléculas) a otras sustancias

receptoras. Suelen actuar en procesos de Inter conversién de monosacaridos, aminoacidos. (Alba,
N, 2016: pp. 759-780)

1.3.3. Hidrolasas

Este grupo de enzimas permite romper moléculas de alto peso molecular, como reacciones de
hidrolisis con la consiguiente obtencion de mondmeros a partir de polimeros. Actlan en la

digestion de los alimentos, previamente a otras fases de su degradacion. (Alba, N, 2016: pp. 759-780)

1.3.4. Isomerasas

Actlan sobre determinadas moléculas obteniendo de ellas sus isémeros de funcion o de posicién.

Suelen actuar en procesos de Inter conversion. (Alba, N, 2016: pp. 759-780)

1.3.5. Liasas

Rompen enlaces carbono-carbono, carbono-oxigeno, carbono-nitrégeno y carbono-azufre. En la

parte de enzimas sustrato es una molécula que sobre actta en una enzima, el sustrato se une al



sitio activo de la enzima, y se forma un complejo enzima-sustrato. El sustrato por accion de la
enzima es transformado en producto y es liberado del sitio activo, quedando libre para recibir otro
sustrato. (Alba, N, 2016: pp. 759-780)

1.3.6. Ligasas

Este tipo de enzimas permite la unién de dos moléculas, valiéndose de la energia obtenida por la
degradacion del ATP. Por lo tanto, general crean enlaces carbono-carbono, carbono-nitrégeno,

carbono-oxigeno, carbono-azufre. (Alba, N, 2016: pp. 759-780).

1.4. Factores que influyen en las enzimas

Los factores que influyen en el comportamiento enzimatico son: efecto del pH, temperatura, agua

y metales pesados.

1.4.1. Efecto del pH.

La actividad de la enzima depende mucho de la concentracion de iones de hidrégeno del medio,
ya que esto afecta el grado de ionizacion de los aminoacidos del sitio activo del sustrato o del
complejo enzima-sustrato. En el caso de que los sustratos no son ionizables (la mayoria de los
hidratos de carbono y de los lipidos), los grupos i6nicos de las enzimas son los Unicos afectados

por el pH. (Badui, S, 2012, p.292)

Todas las enzimas presentan una maxima actividad catalitica a un cierto valor 6ptimo de pH, en
un intervalo de 5 a 8, aun cuando existen excepciones muy importantes, como es el caso de la

pepsina del estdmago, que tiene un pH 6ptimo de 1.8. (Alvarado, E, 2012, p.11)

1.4.2. Efecto de la temperatura.

La velocidad de las enzimas aumenta con la temperatura, pero sélo en el intervalo en que la
enzima es estable y retiene su capacidad catalitica, en casos extremos cuando se incrementa
mucho la temperatura, se favorece la desnaturalizacion y consecuentemente esta proteina pierde
su capacidad catalizadora. Por esta razdn, cada enzima tiene un intervalo éptimo de temperatura
en el cual se logra la mayor actividad; la mayoria tiene su éptimo entre 30 y 45°C, y se inactiva a

mas de 55 °C. (Alvarado, E, 2012, pp.11-12)



A temperaturas bajas también modifican la actividad enzimatica; algunas enzimas llegan a actuar
bienadna-10 °C. La velocidad de congelamiento tiene un efecto muy importante en la estabilidad
de la mayoria de proteinas. Los puentes de hidrégeno se favorecen a temperaturas bajas por lo
que las moléculas de enzimas interaccionan mas facilmente entre si, o con el agua, lo que ocasiona

que el sitio activo se modifique. (Alvarado, E, 2012, pp.11-12)

1.4.3. Efecto acuoso.

La actividad acuosa es un factor que influye en la funcion enzimatica, existen dos tipos basicos
de analisis de agua. El primero es el contenido de agua, el cual es una determinacion cuantitativa
o volumétrica de la cantidad total de agua presente en un producto. EIl segundo tipo mide la
actividad del agua e indica la fuerza con la que esta agua estéa ligada, estructural o quimicamente,
a un producto. (Alvarado, E, 2012, p.13)

1.4.4,  Efecto de los metales pesados.

Los metales pesados como mercurio, plata y plomo, inhiben la accion enzimatica, mientras que
el calcio, magnesio, sodio, potasio, hierro y zinc, actian como agentes activadores de muchas
otras. Este efecto activador se debe probablemente a que forman parte del sitio activo a que se
requieren para la creacion del complejo enzima-sustrato, o que ayudan a mantener la

conformacion tridimensional. (Alvarado, E, 2012, p. 14).

2. CINETICA ENZIMATICA

La cinética enzimatica estudia la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas. Estos
estudios proporcionan informacion directa acerca del mecanismo de la reaccion catalitica y de la
especificad del enzima. La velocidad de reaccién observada es la velocidad maxima (Vmax). La
velocidad puede determinarse bien midiendo la aparicion de los productos o la desaparicion de

los reactivos. (Aguirre y Castillo, 2012, pp.5-8)

Los mejores medios detectados de estudio es el examen de la variacion de la velocidad de la
reaccion con la concentracion, el sustrato de pH y la temperatura, se constituye como la cinética
enzimatica, la actividad catalitica de las enzimas se encuentra sometida a diversos tipos de

regulacion (Perez, el at., 2011: p.33)



2.1. Factores que afectan a velocidad de reaccion.

2.1.1. Influencia de la temperatura.

De acuerdo a la ecuacion de Arrhenius la velocidad de reaccion en funcion de la temperatura,
similar efecto se tiene en las reacciones enzimaticas en un rango Optimo de temperatura muy
estrecho, debido a que pequefios cambios tienen una gran influencia en la reacciéon. Cada enzima

presenta una temperatura éptima a la cual su actividad enzimética es maxima como se indica en
la Grafico 1-1. (Pachacama, 2014, p.22)

actividad

temperatura optima

Graéfico 1-1. Curva esquematica temperatura-actividad

Fuente: (Braverman, 1980, p. 49)

2.1.2. Influencia del pH.

El pH es dependiente de los sustratos y condiciones de reaccién como el tiempo de reaccion,
temperatura y concentraciones de enzima y sustrato, su rango de trabajo es estrecho como se
muestra en la Grafico 2-1. Un pH muy acido o muy béasico provoca la desnaturalizacion
irreversible de la enzima. La influencia que tiene el pH en las reacciones enzimaticas es
aprovechada en la tecnologia de alimentos para acelerar o retardar reacciones enzimaticas.
(Braverman, 1980, p.49) citado por (Pachacama, C, 2014, p. 22)



actividad

pH optimo

Grafico 2-1. Curva esquematica de velocidad de
reaccion- pH de la reaccion

Fuente: (Braverman, 1980, p.51)

2.1.3. Concentracion enzimatica.

Mientras las variables de temperatura, pH y concentracion de sustrato sean las Optimas, la
velocidad de la reaccion serd directamente proporcional a la concentracion de la enzima. La
Gréfico 3-1 representa el comportamiento causado por el incremento de la concentracion de
enzima, también se incrementa la concentracion de producto obtenido, es decir aumenta su

velocidad de reaccion debido a que transforma una mayor cantidad de sustrato en menor tiempo
(Braverman, 1980, p.50) citado por (Pachacama, C, 2014, p. 22)
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Grafico 3-1.  Velocidad de reaccion en funcion de la
concentracion de enzima

Fuente: (Braverman, 1980, p. 52)
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2.1.4. Concentracion de sustrato.

La velocidad de reaccion se incrementara con la concentracion de sustrato, hasta cuando la
velocidad no presentaré variacion, es decir se mantendré constante por mas sustrato que se le
afiada, bajo esta Ultima condicion la enzima se satura de sustrato. Todas las enzimas presentan el
efecto de saturacion, pero en rangos de concentracion de sustrato diferente. El la Grafico 4-1 se
observa el efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de reaccion, a una
concentracion de enzima constante, si se incrementa la concentracion de enzima la velocidad de
reaccion también lo hara, y el efecto de saturacién se conseguira a mayor concentracion de
sustrato que el anterior. (Pachacama, C, 2014, p. 24)

35
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L e
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Velocidad iniciol de hidrolisis

a 005 01s o2s 0.3S
Concentracidén moiaor de sacarosa

Gréfico 4-1. Velocidad de hidrolisis de la sacarosa por la invertasa

a diferentes concentraciones de sustrato.
Fuente: (Braverman, 1980, p.52)

2.1.5. Influencia de la actividad del agua.

La tarea del agua esta en activar las enzimas y sustratos por hidratacion, ademas de actuar como
un medio de trasporte permitiendo la difusion del sustrato hacia la enzima, debido a esto es parte

fundamental en las reacciones hidroliticas (Pachacama, C, 2014, p.25).

3. LA CINETICA DE MICHAELIS MENTEN

En 1903 se propuso la idea de que las enzimas cambian con su sustrato para formar un complejo,
esta idea fue desarrollada por Michaelis y Maunt Menten y se convirti6 en la teoria general de las
enzimas. Las reacciones enzimaticas se caracterizan porque, aunque se aumente la concentracion

de sustrato la velocidad no aumenta linealmente, aparece un efecto de saturacién. La saturacion
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se debe a que todos los centros activos estan ocupados. La velocidad depende de la cantidad de
enzima con sustrato suficiente. Consideraremos solo la velocidad inicial de las reacciones para
cada concentracion de sustrato cuando se construya una grafica, evitando el error introducido por
el deterioro del enzima. Como en el primer momento no hay producto no consideraremos la
reaccidn contraria. (Lopez y Garcia , 2015. pp. 39-41)

Se rigle por la siguiente relacién matematica:

e V1= Velocidad de reaccion.

e Vmax= Velocidad maxima
e Km= Constante
e S= Concentracion de sustrato.

()]

_ Vmax|[S]
"~ Km+[S]

Fuente: (Michaelis-Menten, 1912)

La velocidad de una reaccidn catalizada por un enzima depende de:
e Laconcentracion de moléculas de sustrato [S]

e Latemperatura

e Lapresencia de inhibidores

e pH del medio, que afecta a la conformacion (estructura espacial) de la molécula enzimatica.

En primer lugar, el sustrato (S) y la enzima (E) se unen y forman un complejo enzima-sustrato
(ES). Una vez formado el complejo ES, este o bien se disocia en enzima mas el sustrato o se
transforma el sustrato en producto formado el complejo enzima-producto (EP), que se disocia

para dar enzima (E) mas producto (P). (Halvor, C, 1980, p. 9)

&)
ki k3
E+S ——=ES———"E+P
k2

Fuente: (Michaelis y Meten, 1913)

12



El proceso fue modelizado por Michaelis y Menten y le permiti6 obtener una ecuacion, en donde
la velocidad de la accion de un enzima en funcidn de la cantidad de sustrato presente, la cantidad
de enzima y las caracteristicas del enzima, la afinidad del enzima por el sustrato y el poder

catalitico del enzima. (Halvor, C, 1980, p.12)

En la siguiente Gréfico 5-1 se observa como la velocidad [V] que indica el nimero de moléculas
del sustrato que se convierten en producto por segundo, responde a la variacion de sustrato. Con
concentraciones crecientes de sustrato [S], la enzima va acercandose asintéticamente a su
velocidad méxima Vmax, pero nunca la alcanza. Por esta razén, no hay un valor de [S]
determinado para la Vmax. De todas formas, se puede definir un parametro caracteristico de la
enzima empleando la concentracion de sustrato a la cual se alcanza la mitad de la velocidad
maxima (Vmax/2), en este punto la [S] es igual a la Km. Valores bajos de Km indican que el
complejo ES esta unido muy fuertemente y raramente se disocia sin que el sustrato reaccione para

dar producto. (Lopez y Garcia, 2015: p.40)

50_.°_/‘
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=
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. A
0 50 100 150 200
Concentracion de sustrato
Grafico 5-1.  Cinética enzimética
Fuente: (Lopez y Garcia, 2015)
4. APLICACIONES DE LAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

Las enzimas proteoliticas son ubicuas y capaces de llevar a cabo reacciones muy especificas. Esta
Gltima caracteristica las ha posicionado como enzimas muy atractivas para diferentes industrias.
Las enzimas hidroliticas representan el 75%, del mercado mundial de enzimas industriales, de los

cuales el 60% corresponde a las proteasas (Juca, D, 2015: pp. 84-86).

Tienen aplicaciones en diversos campos industriales, siendo la industria de detergentes y

alimenticia sus principales mercados. A su vez, considerando las tendencias actuales de
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implementar tecnologias ambientalmente amigables, la utilizacion de enzimas proteoliticas se ha
extendido a otras industrias. Algunos procesos quimicos que usualmente se realizaban en
condiciones de temperatura y pH extremos, o altas presiones, pueden realizarse por reacciones

enzimaticas en condiciones mas moderadas. (Juca, D, 2015: pp. 84-86).

Las aplicaciones son muy diversas y se puede pensar que serian similares a las de la papaina,
proveniente del latex de la papaya y otras proteasas entre las cuales se pueden enumerar las

siguientes (Pilar, et al., 2007: p 20)

o Industria cervecera.

o Industria de la carne.

o Industria del cuero.

o Industria textil.

o Industria medicinal.

o Industria de alimentos (jugos).

o Industria de alimentos (dietéticos infantiles).

Industria alimenticia (lacteos).

En la industria alimenticia la principal aplicacion de las proteasas es en la elaboracion de quesos,
en donde su funcién es la coagulacion de las proteinas lacteas, especificamente hidrolizando el

enlace Pheigs-Metios de la k-caseina para dar lugar a para-k-caseina y otros macropéptidos
(Gallardo, et al., 2008: pp. 1-3)

5. ENZIMAS VEGETALES.

5.1. La papaina.

La papaina es una enzima proteolitica que se extrae del fruto llamado papaya y es esta familia de
las papainas que segun el tipo de tejidos se encuentran relacionadas. Desde poder antinflamatorio
hasta distintas aplicaciones en procesos industriales se cuentan entre las propiedades de la papaina

y que permite utilizar el fruto en distintas dolencias como un medicamento natural. (Gutiérrez y
Velasquez, 2018: p. 46)
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La papaina bruta, contiene un poco de agua, glucidos, cidos organicos y una mezcla de enzimas,
donde destacan las denominadas proteasas que actlan rompiendo los enlaces peptidicos en
cualquier lugar de la cadena peptidica en la que se hallen situados (endopeptidasas), la que se
encuentra en mayor cantidad es la papaina, de la que se distinguen la papaina | o papaina
propiamente dicha y la papaina Il o quimo papaina, que es mas estable en medio &cido, pero su
actividad proteolitica es cuantitativamente menos marcada que la de la anterior, pues sélo coagula
la leche. Ademas, también contiene pequefias cantidades de otros enzimas: papaya peptidasa A,

lipasa y lisozima (enzima que rompe las paredes de las células bacteriana). (Chimborazo, C, 2012:
p.14)

La papaina pura, es una proteina constituida por 212 aminoécidos, que se encuentran enrollados
en dos partes separadas por un puente que tiene un lugar activo con un grupo tiol (SH) libre. Es
activada por la cisteina (aa), el tiosulfato (compuesto de azufre) y el glutation. Es inhibida o
inactivada por iones metélicos (zinc, cadmio, hierro, plomo), oxidantes (H202, radicales libres,
etc.) y por agentes que reaccionan con los tioles (acido ascérbico). (Gutiérrez y Velasquez, 2018: p. 25)

La papaina normalmente se consigue por la extraccién del latex, que es un liquido blanco obtenido
mediante cortes en los frutos inmaduros. Luego, en laboratorio, se separa la enzima y se purifica
hasta alcanzar un nivel 6ptimo de calidad para la comercializacién y uso. La cualidad principal
de la papaina es el uso como mejorador de las carnes, (ablandamiento y aclaramiento), y en el
aclaramiento y para evitar la sedimentacién en las cervezas por su accion en los enlaces de las

proteinas. (Gutiérrez y Velasquez, 2018: p. 27)

5.1.1. Composicién quimica.

El latex del fruto contiene enzimas proteoliticas: papaina, quimiopapaina y lizosima, ademas
contiene acidos organicos, carotenoides, vitamina A, C y E y sales minerales como potasio. Las
hojas maduras contienen un alcaloide llamado carpaina, que se deshace con el calor. La semilla

contiene tropacolina, mirocina, caricina y carpasemina, acido malico, pepsina, pancreatina.
(Gutiérrez y Velasquez, 2018: p.30)

5.1.2. Propiedades Fisicas de la Papaina.

e Peso Molecular: 23.406 kg/kmol.
e pH éptimo de actividad: 6.0 - 7.0

e Temperatura optima de actividad: 65°C.
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e Solubilidad: Es soluble en agua a 10 mg/ml. La enzima es tipicamente diluida en solucién
buffer con 5mM de I-cistina; y sus agentes estabilizantes y de activacion incluyen EDTA,
cistina y dimercaptopropanol. (Gutiérrez y Velasquez, 2018: p.30).

5.1.3. El latex de la papaya.

El latex se encuentra bajo la cascara de la papaya verde y plenamente desarrollada. Este latex esta
contenido en unos pequefios vasos largos gque se encuentran justamente debajo de la piel. Cuando
estos vasitos son cortados, exudan un liquido claro como el agua, el cual se vuelve opaco por su
exposicion al aire, siendo este liquido la fuente mas importante de papaina. El latex de papaya
consiste en una mezcla de proteasas o enzimas. Schack demostré la existencia de cuatro

componentes principales con actividad proteolitica: (Mundo, J, 2012: pp.61-62)

La papaina, quimopapaina y Lisozima juntas estas proteinas son mas o menos el 64% de las
proteinas solubles del latex. La fraccién denominada quimiopapaina es el componente proteolitico
mas abundante en el extracto. La papaina fue cristalizada por primera vez por Ball et. Al. En 1937.

Citado por (Mundo, J, 2012: pp.61-62)

5.2. La bromelina

La bromelina es una enzima proteolitica con cédigo enzimatico EC 3.4.22.33; encontrada
inicialmente en las hojas y en el tallo de las plantas Ananas comosus (L.) Merr. Posteriormente,
se constatd su presencia en el fruto de la misma planta y en otras especies pertenecientes a la
familia Bromeliaceae. La enzima purificada del fruto es una cisteinproteasa de carécter acido,
perteneciente a la misma familia que la papaina, extraida de la papaya (Carica papaya L.). Setrata

de una glicoproteina, aparentemente homogénea. (Alvarado, E, 2012: p. 47)

Se obtiene del jugo, de la fruta o de los tallos de la pifia (Ananas comosus). Es una glicoproteina
del grupo de las cistein proteasas. Actla de preferencia sobre los aminoacidos basicos y
aromaticos de las proteinas. Su pH dptimo varia con el sustrato, en el rango de 5 a 8. Tiene baja
tolerancia térmica. La enzima se utiliza principalmente como ablandador de carne (tiene buena
actividad sobre los tendones y el tejido conectivo rico en elastina), y para hidrolizar proteinas

solubles de la cerveza que pudieran precipitar y causar opacidad por el enfriamiento. (Prieto, C,
2007: p.17).
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5.2.1. Caracteristicas de la Bromelina

La Bromelina es una enzima que cataliza la hidrdlisis de los enlaces peptidico de la carne de
ganado bovino, actla sobre otras proteinas como la caseina, la hemoglobina y la gelatina. EI pH
Optimo de actuacion de la enzima sobre la caseina y la hemoglobina desnaturalizada es,
respectivamente, de 8.3 y 8.0. Su propiedad méas conocida es su capacidad de digerir proteinas de
los alimentos, contribuyendo a facilitar este proceso al estomago y al pancreas. (Alfaro, Y, 2012: p.
28-29).

Tabla 1-1: Composicidn quimica de la bromelina

del fruto
AMINOACIDO (1) FRUTA VERDE FRUTA MADURA
Ac. Aspariico 29 8 29.8
Ac. Glutamico 232 23.4
Glicina 3286 322
Alanina 238 24.4
Valina 19.8 201
Leucina 10 10
Isoleucina 16.4 16.2
Serina 322 32
Treonina 135 13.8
Cisteina 10 10
Metionina 8 5.8
Prolina 116 12
Fenilalanina 7.6 E:]
Tirosina 2.4 222
Triptéfano 56
Histidina 1.4 1.3
Lisina 7.8 8.3
Arginina 8.6 9.1
Amonio amida 43 43.4

Glucosamina 0.2 0.2

Carbohidratos (%) 32 33

Fuente: (Lopez, et al., 2009)

5.2.2. Propiedades quimicas.

El extracto acuoso crudo del tallo y el fruto de la pifia es una mezcla de diferentes tioles
endopeptidasas y otros componentes como fosfatasas, glucosidasa, peroxidasas, celulasas,
glicoproteinas, carbohidratos y varios inhibidores de la proteasa. La bromelina del tallo es
diferente de la del fruto cuyas actividades enzimaticas comprenden un amplio espectro con un
rango de pH de 5.5-8.0, con diferentes sustratos tales como caseina, gelatina y tripéptidos

cromogeénicos. (Villavicencio, M, 2011: p.18)

5.3. La ficina

El higo proporciona un suculento fruto apreciado en casi todo el mundo por su valor nutricional,
como fruta fresca o seca, ademas de aportar una alta alcalinidad y accion laxante en farmacos de

preparacion. (Juca, D, 2015: p.18).

17



La ficina, al igual que la bromelina y la papaina es una cisteina proteasa que se obtiene del latex
de las plantas del género Ficus. Presenta hidrolisis preferencial por los aminoéacidos aromaticos.
El pH 6ptimo varia con el sustrato y se encuentra en el rango de 5 a 8. La temperatura dptima esta

alrededor de 60 °C, inactivandose completamente a los 80 °C. (Vega, K, 2017, p.22)

Las enzimas proteoliticas presente en el latex de la higuera, han sido extensamente estudiadas y
son las denominadas "ficinas", comparando su actividad con la bromelina y la papaina. Sin
embargo, en el fruto de la higuera, el higo, no se han reportado estudios sobre la actividad

proteolitica y coagulante que estos presentan (Juca, D, 2015: p.19).

6. PROCESO DE COAGULACION EN LA LECHE

La coagulacion se da por dos formas habituales por acidificacion y mediante la accion enzimas
como se muestra en el Cuadro 1. Tradicionalmente las enzimas coagulantes han sido extraidas de
fuentes, principalmente de estdémagos de rumiantes. Sin embargo, debido a la disminucion de
estas fuentes de cuajo y el aumento de la produccion de quesos en el pais, es de interés buscar

nuevas alternativas como coagulantes de la leche, considerando factores econémicos y de calidad.
(Perez, K, 2018: pp. 34-35)

Tabla 2-1: Caracteristicas de las dos formas mas habituales de coagulacion de la

leche.

Coagulacion por

Accion de las enzimas Acidificacion
Proceso
bioquimico Accion enzimética (lactosa no degradada) | Fermentacion lactica
Modificacién de | Transformacion en paracaseina y Sin modificacion
la caseina separacion de una parte no proteica. guimica de la proteina
Ph 6.8 4.6
Composicion Caseina
del coagulo Fosfoparacaseinato de calcio. (desmineralizada)
Naturaleza del Cuajada desmenuzable,
coagulo Gel elastico impermeable sin cohesion.
Sinéresis Répida Lenta

Fuente: (ALAIS, 1985)
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La leche puede ser coagulada mediante numerosas enzimas proteoliticas que provienen de
variadas fuentes, tales como diferentes especies de animales, proteinasas microbianas y proteinas
extraidas de frutas como la frutas, como la papaya, pifia, higo, cardo. Segun diversos autores dicen
que una de las principales caracteristicas que poseen las enzimas provenientes del reino vegetal

es la ausencia de toxinas que podrian afectar la salud de los consumidores. (Pezo, K, 2018: p.34-35)

6.1. Coagulacion enzimética.
La coagulacién por accién enzimatica ocurre en dos fases sucesivas, siendo ratas:

Fase enzimatica o “reaccion primaria”, en el curso de la cual la enzima ataca a la caseina y

solubiliza una pequefia parte. La reaccion no necesita la presencia de ion calcio.

Fase de coagulacion o “fase secundaria”, involucra a la mayor parte de las sustancias que

proceden de la reaccion quimica. Esta reaccidn precisa la presencia de calcio iénico.

Ademas, el mismo autor sefiala que es necesario afiadir dos fases mas para obtener el conjunto de

fenémenos consecutivos a la accion enzimatica. (Abril, A, 2013: pp. 20-22).

6.2. Tipos de coagulantes

6.2.1. Coagulante animal.

En el grupo de coagulantes de origen animal, el cuajo de ternero se considera ideal para la
elaboracién de quesos por su alto contenido de quimosina, siendo esta la propia enzima natural
para coagular leche bovina. En el abomaso y los extractos de otros tejidos, la proporcién de dos
enzimas, quimosina y pepsina varia segun la edad del animal y el tipo de alimentacion. Los
extractos provenientes de estdmagos de terneros jovenes tienen un alto contenido de quimosina,
80-90% y 10-20% pepsina. (Martinez, J, 2002: pp.65-68)

6.2.2. Coagulante microbiano.

Los coagulantes microbianos conocidos utilizados en la elaboracion de quesos son de origen
fangico. De los tres coagulantes microbianos usados en la quesera, el de Rhizomucor miehei es
el predominante. Existen tres tipos de enzimas: La nativa, comunmente denominada “Tipo L”, la
enzima desestabilizada, denominada “Tipo TL”, la extra termolabil, denominada “Tipo XL”

elaborada mediante una mayor oxidacion que el tipo TL. (Martinez, J, 2002: pp.65-68)
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6.2.3. Coagulante de origen vegetal.

Mucho antes que los microorganismos, los vegetales han sido objeto de investigaciones con el fin

de aislar sus enzimas. Efectivamente el jugo de muchas especies puede dar origen a la coagulacion

de la leche, pero las enzimas sé que se extraen tienen una actividad proteolitica bastante intensa

en relacion a si actividad coagulante. (Maigua, A, 2017: p.32)

7.

QUESO.

Segun la norma define al queso como un producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado

0 no madurado, y que pueden estar recubiertos, en el que la proporcion entre las proteinas de

suero y la caseina no sea superior a la de la leche, obtenido mediante: (INEN 1528: 2012, p.2)

a)

b)

7.1.

Coagulacién total o parcial de la proteina de la leche, leche descremada, leche parcialmente
descremada, crema, crema de suero o leche, de mantequilla o de cualquier combinacion de
estos ingredientes, por accion del cuajo u otros coagulantes idéneos, y por escurrimiento
parcial del suero que se desprende como consecuencia de dicha coagulacion, respetando el
principio de que la elaboracion del queso resulta en una concentracion de dicha proteina lactea
y que por consiguiente, el contenido de proteina del queso debera ser evidentemente mas alto
que el de la mezcla de los ingredientes lacteos .(NTE INEN 1528: 2012, p.3)

Técnicas de elaboracién que comportan la coagulacién de la proteina de la leche y/o de
productos obtenidos de la leche que dan un producto final que posee las mismas
caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas que el producto definido en el apartado. La
leche utilizada para la fabricacién del queso fresco, debe cumplir con los requisitos de laNTE
INEN 10, y su procesamiento se realizard de acuerdo a los principios del Reglamento de

Buenas Practicas de Manufactura del Ministerio de Salud Publica. (INEN 1528: 2012, p.3)

Tipos de quesos existentes en el Ecuador

En la (NTE INEN 1528:2012); sefiala que en el Ecuador existen los siguientes tipos de quesos.

Queso madurado.
Queso fresco.
Queso cottage crema

Queso ricote.
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e Queso crema.
e Queso duro.
e Queso mozzarella.

e Quesillo criollo.

8. CUAJO VEGETAL

Un coagulante vegetal es cualquier producto vegetal que presente uno o varios componentes
activos con capacidad coagulante y que, por lo tanto, pueda producir la desestabilizacion de las
micelas de caseinay la formacion del gel lactico o cuajada en la fabricacion quesera. Los extractos
vegetales se han utilizado desde tiempos antiguos como coagulantes para la elaboracién de queso,
ya que la primera referencia escrita data del afio 50 a.C. y hace referencia a la coagulacion con

cardo, semillas de cartamo o los flujos de la higuera (Victor, 2015, p.23).

Las proteinasas vegetales encargadas de la coagulacién comparten un segmento extra de alrededor
de 100 residuos, especifico de las plantas. Este segmento tiene una secuencia de aminoacidos que
las hace distintas a las proteinasas asparticas de origen animal o microbiano (Molina, F, 2009: p. 4).

8.1. Funcion del cuajo vegetal.

La funcion del cuajo vegetal es separar la caseina (el 80 % aproximadamente del total de
proteinas) de su fase liquida (agua, proteinas del lactosuero y carbohidratos), llamado suero. Por
accion del cuajo la caseina pierde una parte de su molécula y como consecuencia sus sales de
calcio se vuelven insolubles. El uso del cuajo vegetal produce la precipitacion de la caseina y el

calcio disuelto en la leche para formar para caseinato de calcio, cominmente llamado cuajo.
(Mallma, A, 2017: p. 11)

8.2. Obtencién del cuajo vegetal

El cuajo vegetal es obtenido a partir de plantas, las méas utilizadas son enzimas de flores (gj. cardo)
o del latex (ej. higuera). Se pueden obtener de las fuentes naturales, es decir, de las hojas y los
higos verdes que contienen un latex (liquido lechoso) con una mezcla de enzimas llamadas

(Esterasa, ficina, fucomarina) que tiene la capacidad de destruir las proteinas de la leche. (Nolivos,
M, 2011: pp. 21-22).
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Para extraer el latex se realiza cortes horizontales en la parte superior del fruto que va unida a la
rama de 1 a 2 mm de espacio; se recoge en frascos previamente esterilizados y el latex se congela
para su conservacion. En la cosecha del higo se debe evitar desprender los frutos verdes
arrancandolos, para la cual se utilizan implementos como tijeras o alicates realizando cortes en el

pedinculo (Herrera, 2009, p.45).

La ficina, extraida de la higuera (Ficus carica L.), la bromelina, extraida de los tallos y fruto de
la pifia (Ananas satirus L.), son parecidos a la papaina extraidos del fruto de papaya (Carica
papaya L.), que por si sola puede romper los enlaces peptidicos que la tripsina y la pepsina rompen
separadamente. Ocurre lo mismo, probablemente, para las preparaciones enzimaticas de cardo,

calabaza, etc. (Nolivos, M, 2011: pp. 21-22).

En términos econémicos, las proteasas representan casi las dos terceras partes de las enzimas que
se comercializan en el mercado mundial. La mayor parte de estas provienen de fuentes
microbianas, pero varias proteasas vegetales como papaina, bromelina y ficina, son

irreemplazables en un gran nimero de procesos. (Villavicencio, M, 2011: pp.28-30)

8.3. Ventajas de uso del cuajo vegetal

El cuajo vegetal posee la propiedad de cuajar la leche, gracias a las enzimas naturales

proteoliticas. (Villavicencio, M, 2011: pp.28-30)

Produce una cuajada mas suave y cremosa que el de procedencia animal, si bien es cierto que el

coagulo resulta mas delicado a la hora de trabajar el queso.

Es un cuajo muy proteolitico, lo que significa que produce una transformacion mas réapida e

intensa de las proteinas presentes en la leche.

Es un cuajo muy bueno para quesos frescos y tiernos, aunque da excelentes resultados también
en queso duros. No conviene, sin embargo, para las coagulaciones lacticas, ya que provoca unas

cuajadas muy blandas y dificiles de escurrir.

El coagulante vegetal se considera adecuado para dietas vegetarianas en las que no se quiera

consumir ningun producto derivado del sacrificio de animales. (Nolivos, M, 2011: p.87)
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CAPITULO Il

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

El desarrollo de la siguiente investigacion se realizo en la Facultad de Ciencias Pecuarias y en la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicada en la

Panamericana Sur km 1 %2 en la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo-Ecuador.

Los andlisis se realizaron en los laboratorios Bromatologia y de Procesos Industriales,
encontrandose a una altitud de 2 740 msnm, 78° 4’ de Longitud Oeste y 1° 38” de Latitud Sur. La
investigacion tuvo una duracion de 120 dias laborables en el cual se realizé la extraccion de las
tres enzimas proteoliticas y su evaluacion enzimatica y aplicacion en la industria quesera como

es la elaboracién de queso fresco.

2.2. Unidades experimentales

En esta investigacion para la obtencién de las enzimas proteoliticas se utilizo 5 kg de cada tipo
de fruta (papaya, pifia e higo), para la obtencion de latex y para la evaluacion de la actividad
enzimatica se utiliz6 0,0375 g de enzima (papaina, bromelina y ficina), por tratamiento y
repeticion. En la elaboracion del producto final que es el queso fresco se utiliz6 4 litros de leche

por cada repeticion, con cinco repeticiones cada tratamiento.

2.3. Materiales, equipos e instalaciones

Para la realizacion de la siguiente investigacion sera necesario la disponibilidad de los siguientes

materiales, equipos e instalaciones.

2.3.1. Materiales

e Recipientes de pléstico.

e Cuchillos.
e Bisturi.
e Pipeta.
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e Vasos de precipitacion.
e Frascos de vidrio.

e Espatula.

e Matraces Erlenmeyer.
e Probeta.

e Crisoles de porcelana
e Pinzas

e Varilla de vidrio

e Vasos de precipitacion

e Papel parafina

e Mandil
e Cofia
e (Guantes

2.3.1.1 Materia prima
e Materia prima para la obtencion de las enzimas (Papaya, pifia, higo).

e Materia prima para la elaboracion de queso (leche vaca)

2.3.2. Materiales de oficina

Cuaderno de apuntes
e Calculadora

e  Esferos

e  Hojas de papel bond

e Laptop

2.3.3. Equipos
e Centrifuga.

e Autoclave
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e Estufa.

e Mufla

e Equipo de determinacion de proteina (Macro Kjeldahl)
e Balanza analitica.
e TermoOmetro.

e Refrigerador.

e Licuadora.

e Liofilizador

e pH-metro

e Refractometro

e Ollas

e Moldes

e Mesa de trabajo

e Prensa

2.3.4. Laboratorios
e  Laboratorio de bromatologia.

e Laboratorio de Procesos Industriales

2.3.5. Reactivos

o Etanol al 96%

e Acido sulfarico

e Acido clorhidrico

e Hidroxido de sodio
e Acido borico

e Acido acético

e Agua destilada
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2.3.6. Instalaciones

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de Procesos Industriales de la Facultad de
Ciencias y en el laboratorio de Bromatologia de la Facultad de Ciencias Pecuarias.

2.4, Tratamientos y disefio experimental

En la presente investigacion se utiliz6 tres tratamientos que corresponden a los tres tipos de
enzimas proteoliticas (Ficina, Bromelina, Papaina) con cinco repeticiones por cada tratamiento.
Las unidades experimentales seran modeladas bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA),

gue se ajustaran al siguiente modelo lineal aditivo.

©))
Yl]= ‘Ll+ai+6ij

Donde

Yij = Valor del pardmetro en determinacion.

u =  Efecto de la media por observacion.
a;=  Efecto de los tratamientos.

€;j=  Efecto del error experimental.
2.4.1. Esquema del experimento

El esquema del Analisis de Varianza que se aplicd al trabajo experimental se detalla a

continuacion en el Tabla 3-2, 4-2, 5-2.

Tabla 3-2.  Esquema del experimento de los tres tipos de fruta

FV GL
Total (n-1) 14
Tratamiento (t-1) 2

Error (n-1) -(t-1) 12

n (t*r) 15

Fuente: Bermeo Berrones Josselin, 2019.
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Tabla4-2:  Esquema del experimento de la evaluacion enzimética

FV GL
Total (n-1) 19
Tratamiento (t-1) 3

Erro (n-1) -(t-1) 16

n (t*r) 15

Fuente: Bermeo Berrones Josselin, 2019

Tabla5-2:  Esquema del T-student para la evaluacion del queso fresco

FV GL
Total (n-1) 9
Tratamiento (t-1) 1

Error (n-1) -(t-1) 8

n (t*r) 10

Fuente: Bermeo Berrones Josselin, 2019

2.5. Mediciones experimentales

Las mediciones experimentales que se consideraron en esta investigacion fueron:

2.5.1. Caracteristicas fisico-quimicas de los tres tipos de frutas
Sélidos solubles.

pH

2.5.2. Determinacion de actividad enzimatica
Método de coagulacion de la leche (Balls and Hoover)

Método de determinacidn de proteinas en la leche.

2.5.3. Cantidad de proteina formado por unidad de tiempo

Tiempos de coagulacion

2.5.4. Cantidad de enzimas necesarias a utilizar por medio
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Fuerza o Actividad de Coagulacién

2.5.5. Caracteristicas fisico-quimicas de una muestra de queso fresco

Contenido de Proteinas

Medicion de pH.
Medicion del porcentaje de humedad.

Determinacién de aw.

2.5.6. Analisis microbioldgicos

Enterobacteriaceas

Echericha coli
Staphylococcus aureos
Listeria monocytogenes

Salmonela

2.5.7. Anadlisis sensorial

Para evaluar la aceptacion del producto Aceptacion o rechazo (Prueba de preferencia Pareada),

como se puede ver en el Anexo F

2.6. Analisis estadistico y prueba de significancia

Las pruebas de significancia que se emplearon en el presente trabajo de investigacion se describen

a continuacion:

Andlisis de varianza para las diferencias (ADEVA).
Separacion de medias con la prueba estadistica TUKEY con nivel de significancia 5%.
Prueba de T-students para el producto final.

2.7. Esquema del ADEVA

El esquema del ADEVA que se utilizo en el presente trabajo de investigacion se describe a

continuacion en la Tabla 6-2, 7-2, 8-2.
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Tabla 6-2:  Esquema del experimento para la fruta

TOTAL

TRATAMIENTO  CODIGO REPETICIONES T.U.E(Kg)  Kgl/trat

(BROMELINA) T1 5 5 25
(PAPAINA) T2 5 5 25
(FICINA) T3 5 5 25
Total, g de fruta para muestra enzimatica 75 Kg

T.U.E: Tamafio de la Unidad Experimental.
Fuente: Bermeo Berrones Josselin, 2019

Tabla 7-2:  Esquema del experimento para la evaluacion enzimatica

TOTAL

TRATAMIENTO CODIGO REPETICIONES T.U.E(mg) mg/trat

(BROMELINA) T1 5 0,0375 0,1875
(PAPAINA) T2 5 0,0375 0,1875
(FICINA) T3 5 0,0375 0,1875
Total, mg de fruta para muestra enzimatica 0,5625

T.U.E: Tamafio de la Unidad Experimental.
Fuente: Bermeo Berrones Josselin, 2019

Tabla 8-2: Esquema del experimento para la evaluacion del queso

TOTAL

TRATAMIENTO CODIGO REPETICIONES T.U.E(L) L /trat

(Queso fresco
Utilizando ficina) T1 5 4 20
(Queso fresco
comercial) T2 5 4 20
Total, Lt de leche 40

T.U.E: Tamafio de la Unidad Experimental.
Fuente: Bermeo Berrones Josselin, 2019

2.8. Procedimiento experimental

En la Gréfico 6-2 se indica el diagrama de flujo de la elaboracion del queso fresco.
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2.8.1. Elaboracion del queso fresco

Recepcion

-
Pasteurizacion 75 °C por 15 segundos

v
Enfriado 35°C

] *. - Cloruro de calcio
Mineralizacion )

v

Cuajado Adicién de la enzima
30 minutos con mejor

v comportamiento

Corte
v

Desuerado

v

Moldeado
v

Prensado

v

Desmoldeado

v

Salmuerado (45 minutos)

v

Empacado y almacenado (4 °C)

—> Suero

Gréfico 6-2: Diagrama de flujo de la elaboracion del queso fresco

Realizado por: Bermeo Berrones Josselin, 2019

2.8.1.1. Recepcion

Como primer punto se realizé la limpieza y desinfeccion de los materiales y equipos para evitar
posibles contaminaciones del producto final. Luego se procedi6 a la recepcion de la materia prima
y el control correspondiente, para asegurar que el producto final cumpla con las normas de calidad
requeridas para el consumo humano, se pesé las cantidades de materia prima a utilizar en la

elaboracion del queso fresco.
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2.8.1.2. Pasteurizacion

Se realiz6 la pasteurizacion a 75 °C durante 15 segundos, con la finalidad de reducir

principalmente la carga microbiana patégena de la leche.

2.8.1.3. Enfriado

Se lo realizo con agua potable hasta alcanzar una temperatura de 35 °C, temperatura requerida

para continuar con la siguiente fase.

2.8.1.4. Mineralizacion.

Aqui se afiade el cloruro de calcio para reconstituir el calcio perdido durante la pasteurizacion y
ayudara en la formacion de la cuajada.

2.8.15. Cuajado

Adicion de cuajo comercial para el queso fresco comercial y la enzima ficina para el queso fresco

utilizando la enzima vegetal con mejor comportamiento enzimatico.

2.8.1.6. Cortado

Se lo realiza con la ayuda de una lira realizando cortes transversales y longitudinales permitiendo

un mejor desuerado.

2.8.1.7. Desuerado

Se extrae todo el suero que se separa de la caseina.

2.8.1.8. Moldeado

La cuajada se introduce en los moldes para darle asi forma y tamafio final al queso.

2.8.1.9. Prensado

Se lo realiza con la finalidad de expulsar la humedad o el exceso de suero logrando asi mejorar la

contextura del queso.
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2.8.1.10. Salmuerado

El salado contribuye en el sabor y consta de colocar el queso en la salmuera por un tiempo de 45

minutos.

2.8.1.11. Empacado y almacenado

Se lo realiz en fundas Ziploc y fueron almacenado en refrigeracion a 4 °C, para su posterior

analisis.

2.9. Metodologia de la evaluacion

2.9.1. Caracterizacion fisico-quimica de los tres tipos de frutas
29.1.1.  pH.

Este método determina la concentracion de ion de hidrogeno del pH en las muestras.

Procedimiento.

o Tritura la fruta.

o Tamizar para obtener el zumo de la fruta.

o Comprobar el correcto funcionamiento del potenciémetro.
o Determinar el pH introduciendo el electrodo en la muestra.
o Anotar los resultados.

2.9.1.2. S6lidos Solubles (° Brix)

Los ° Brix se determin6 mediante la utilizacion de un Brixdmetro.
Procedimiento.

o Triturar la fruta.

o Tamizar la muestra para obtener el zumo.

o Determinar los ° Brix con la ayuda de un refractometro.

. Anotar los resultados.
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2.9.2. Extraccion del latex de las frutas

2.9.2.1. Obtencidn del latex de higo y papaya.
e Limpiar y desinfectar el area de trabajo y utensilios a utilizar para dicho proceso.
e Colocarse guates desechables.

o Para la extraccidon del latex de la papaya y el higo se selecciona los frutos verdes y

completamente desarrollados. Basandose en el método expuesto por (Aguirre, & Castillo, 2009, p.
3)

e Lavar las frutas de papaya e higo que van a ser utilizadas para el proceso.
e Secar las frutas con papel toalla para evitar posibles contaminaciones.
e Pesar las frutas para determinar el rendimiento del latex extraido una vez procesado.

e Realizar incisiones verticales de 1 a 2 mm de espesor en cada incision para la extraccion del
latex.

e Colocar recipientes bajo la fruta para la recepcion del latex.

2.9.3. Procesamiento del latex.

El latex debe ser procesado inmediatamente después de ser extraido de la fruta, para preservar la

actividad proteolitica de la enzima.

e Colocar el latex extraido en bandejas de aluminio y congelar.

e Realizar el secado del latex utilizando un liofilizador a 60 °C por 12 horas dependiendo de la

cantidad del latex. Chequear cada 30 minutos.

e Una vez que el latex este granulado, el proceso de secado a finalizado.
e Colocar el polvo en un mortero y molerlo hasta que se pulvericen.

e Se Coloca en refrigeracion a 3 °C para un mejor mantenimiento de la enzima.

2.9.3.1.  Extraccion de la enzima en la pifia.
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Para la extraccion de esta enzima se aplico el método propuesto por (Gallardo et al, 2008: p. 6), donde
el la mejor condicion para extraer la bromelina fue con el solvente etanol a una temperatura de -
10 °C y durante un tiempo de siete dias, constando del siguiente procedimiento:

e Limpiary desinfectar el &rea de trabajo y utensilios a utilizar para dicho proceso.

e Colocarse guates desechables.

e Lavar lafrutay pelar.

o Cortar en fragmentos pequefios

e Triturar con la ayuda de una licuadora.

e Tamizar

e Agregamos 1 ml de etanol por cada 5 ml de bromelina

e Congelar a -10°C por 7 dias.

o Descongelar.

e Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos

2.9.3.2. Procesamiento del latex.
e Colocar el latex extraido en bandejas de aluminio y congelar.

o Realizar el secado del latex utilizando un liofilizador a 60 °C por 12 horas dependiendo de la

cantidad del latex. Chequear cada 30 minutos.
e Unavez que el latex este granulado, el proceso de secado a finalizado.
e Se Coloca en refrigeracion a 3 °C para un mejor mantenimiento de la enzima

2.9.4. Evaluacion de las enzimas

2.9.4.1. Método de coagulacion en la leche (Balls and Hoover)

Para la determinacion de la coagulacion de leche por el método de Balls and Hoover se realizé el
método aplicado por (Aguirre & Castillo, 2009: p, 6) con algunas modificaciones donde menciona la

capacidad que tiene la enzima en coagular la leche.
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Los analisis se realizaron en 10 mililitros de leche entera a diferentes concentraciones de cada
enzima (0, 0025, 0, 0050, 0, 01, 0, 02) gramos por mililitro de acido acético, una vez preparada
la solucion de cada enzima con acido acetico se agregaron en los 10 mililitros de leche.

Se homogeniza en contenido y se controla el tiempo que demora hasta detectar la coagualacion
de la leche o lo formacion de coagulos y se registra para cada uno de las cantidades y repeticiones.
Segun este autor los tiempos de coagulacion deben estar entre 20 y 150 segundos para los
resultados 6ptimos sin depender de la cantidad de enzima.

Para lo cual se aplicara la siguiente ecuacién.

(3]
_ Vmax = S
" Km+S
Donde:
V= Velocidad
V méx= Velocidad méxima
S = Sustrato
Km = Constante de Michaelis-Menten
®)
K Vmax
m—
2.9.5. Cantidad de proteina formada por unidad de tiempo

2.9.5.1. Tiempos de coagulacién

En los tiempos de coagulacion se toma el tiempo en que la enzima se demora en reaccionar con

la proteina de la leche hasta formar coagulos.

2.9.6. Cantidad de enzima necesaria a utilizar por medio

2.9.6.1.  Fuerza de coagulacién

Para determinar la fuerza de coagulacion se utilizé el método de SOXHLET que dice la fuerza

representa el ndmero de volumenes de leche coagulados por un determinado numero de

volumenes de cuajo en 40 minutos a 35 ° C. Se aplica la siguiente ecuacion.
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4)

e 2400.K
~C.D

Donde:

F = Fuerza de coagulacion.

2400 = Tiempo en segundos que normalmente la leche coagula a una temperatura de 35 ° C.
K = Cantidad de leche en ml.

C = Cantidad de cuajo en gramos.

D = Tiempo de coagulacion en segundos

Procedimiento

o Se Tomo 10 ml de leche entera y se coloco en un tubo de ensayo.

o Calento en bafio maria hasta una temperatura de 35 ° C.

o Adicionar la respectiva cantidad de cuajo vegetal de papaina, bromelina y ficina.

o Controlar el tiempo que tardo en coagular la leche con cada una de las enzimas y sus

diferentes cantidades, para poder calcular la fuerza de coagulacién.

2.9.7. Caracteristicas fisico-quimico del medio luego de aplicado la enzima

2.9.7.1. Contenido de proteina

Para la determinacién de proteina se debe pasar por tres etapas que son la digestién, destilaciény

titulacion por el metodo de Kjeldanhl.

Procedimiento:

Primer etapa digestion

o Pesar de 2 gramos de muestra.

o Pesar un pedazo de papael boon.

o Colocar la muestra eb un balon Kjeldahl.

o Afadir 10 gramos de catalizador (CuSO4+Na2S04).

. Adicionar 25 mL de &cido sulfurico concentrado, adicinar oor los bordes del baldn.
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Se introduce la muestra en el equipo de determinacion de proteina (digestor) por un tiempo

de 2 a 4 horas a una tempatura de 68 °C.

Para dar por finalizado esta etapa se debe observar la aparicion de una solucion de color

verde esmeralda y que no exista presencia de humo y dejar enfriar por 30 minutos.

Etapa de destialacion

Adicionar 200 mL de agua destilada en el tubo digestor.
Afiadir 100 mL de hidroxido de sodio al 50 % en una balon.
Afadir granalla de zinc.

Agitar y observar un color celeste.

En un matraz erlenmeyer adicifiar 100 mL de acido borico.
Y transladar al equipo de destilacion.

Prender los reververos.

Abrir la llave de paso de agua del equipo para la destilacion.

Destilar hasta que el matraz erlenmeyer llegue a 200 ml.

Etapa de titulacion

En el matraz de la destilacion agregamos 3 gotas de indicador macro.
Colocamos en la bureta 50 ml de acido clorhidrico al 0.1 N.
Realizamos la titulacion hasta que de un color rosa palido.

Registramos el volumen gastado del agente titulante.

Calculos:
(5)
) V*N=x0,014*f
%Proteina = *100%
w
Donde:
V Volumen de HCI utilizado en la titulacion.

N

Normalidad de HCI.
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0,014 = Equivalente-gramo de nitrogeno.
= Peso de la muestra.

= Factor proteico (6,38)

2.9.8. Caracteristicas fisico quimicas del queso

2.9.8.1. Medicién del pH

Para el analisis de pH se utilizo un pH-metro que se emplea para expresar el grado de acidez o
alcalinidad de la muestra. utilizando el método aplicado por (Bustamante. M, 2012)

Procedimiento

o Tritura la muestra

o Tamizar la muestra

o Comprobar el correcto funcionamiento del potenciémetro.

o Determinar el pH introduciendo el electrodo en la muestra.

. Anotar los resultados.

2.9.8.2. Determinacion de la aw.

Se realizo con la ayuda del equipo Lab Touch-aw que determina la actividad del agua, siguiendo

el procedimiento propuesto por (COMINTEC. 2017)

Procedimiento

. Preparar una muestra representativa.

o Colocar la muestra en la capsula de medida solo hasta la mitad.

o Cerrar la capsula y colocar en el equipo.

o Esperar que el equipo termine de leer la muestra y anotar los resultados.

2.9.8.3. Medicion del porcentaje de humedad

Procedimiento aplicado por (Garcia. E & Fernandez. 1. 2001, p.9)
. Tarar los crisoles en la estuba durante dos horas.

o Sacar los crisoles de la estufa y colocar en un desecador durante 30 minutos.
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o Pesar los crisoles y anotar los resultados.

. Pesar 2 gramos de muestra.

o Colocar la muestra en los crisoles tarados.

o Colocar la muestra en la estufa a 105 ° C durante 12 horas con la ayuda de pinzas.
o Sacar los crisoles con las muestras y colocar en el desecador durante 30 minutos.

o Pesar la muestra seca de los crisoles y anotar los resultados.

Calculos:
(6)
% Humedad = 2 —"3 1 00u
*
o iumeaa ) 1 0

Donde:

H = Humedad en porcentaje.

W1 = Peso del crisol vacio.

W2 = Peso del crisol mas la muestra humeda.

W3 = Peso del crisol mas la muestra seca.

2.9.9. Andlisis sensorial

Con la finalidad de evaluar la aceptacion del producto que fue elaborado utilizando la enzima con
mejor comportamiento enzimatico, se realiz6 la prueba Afectiva de preferencia pareada, a dos
muestras de queso fresco, tales como queso fresco utilizando la enzima ficina (200) y muestra de
gueso comercial (250), como se puede ver en el Anexo F. La prueba consistié en elegir una
muestra en base al gusto y disgusto. siguiendo el procedimiento aplicado por (Dominguez. M, 2008.
p. 6)

Esta prueba consiste en presentar a los panelistas dos muestras del producto alimenticio a evaluar,
preguntandole en el formulario sobre alguna caracteristica que se esté evaluando del producto
como: cudl de las dos muestras es mas dulce, cual de las dos muestras es insipida, cual de las dos
muestras es mas acida, etc. (Liria, M. 2007. pp 11-12)

Las muestras se presentaron en recipientes idénticos, codificados, las mismas que fueron
evaluadas por 150 panelistas no entrenados (estudiantes que hayan cursado la catedra de Anélisis

Sensorial) de la Facultad de Ciencias Pecuarias, ESPOCH.
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2.9.10. Analisis microbiol6gicos.

Para determinar la presencia de microorganismos en la muestra de queso fresco se utiliz6 la norma
(NTE INEN 1528). Donde sefiala que los quesos frescos no madurados, ensayados de acuerdo con
las normas ecuatorianas correspondientes deben cumplir con requisitos microbiol6gicos
establecidos en la Tabla 9-2

Tabla 9-2.  Requisitos microbiolégicos para queso fresco no madurado.

Requisitos N M M C Método de
ensayo
Enterobacteriaceas, 5 2x10? 103 1 NTE INEN
UFClg 1529-13
Escherichia, UFC/g 5 <10 10 1 AOAC 991.
14
Staphylococcus 5 10 10?2 1 NTE INEN
aureus , UFC/g 1529-14
Listeria 5 Ausencia - 1SO 11290-1
monocytogenes
/259
Salmonellaen 25 g 5 AUSENCIA - 0 NTE INEN
1529-1

Fuente: NTE INEN 1528

Donde:

n= Numero de muestras a examinar.

m= indice mé&ximo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M= indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
c= Numero de muestras permisibles con resultados entre my M.
Preparacién de la muestra:

Limpiar con alcohol el empaque que contiene los quesos y abrir.

Colocar el queso sobre una superficie limpia y seca.

Realizar el cuarteamiento de la muestra.

Pesar 50 g de muestra y colocar en una bolsa Ziploc.

Triturar y mezclar hasta conseguir una masa homogénea.

Para la determinacion de estos microorganismos se debe seguir con el siguiente procedimiento:

e Una vez adquirida las placas petrifilm se almaceno los paguetes cerrados a una temperatura

de < 8 °C (£ 46 °F). Las placas deben usarse antes de su fecha de caducidad.
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e Preparar una dilucion 1071 de la muestra; se toma 1 gr de la muestra y se agrega 9 ml de

agua peptonada como diluyente esteéril.

o  Homogenizar la muestra mediante los métodos usuales.

e  Colocar la placa petrifilm en una superficie plana y nivelada. Levantar la pelicula superior
en forma perpendicular a la Placa Petrifilm, colocar 1 ml de la dilucién de la muestra en el

centro de la pelicula cuadriculada inferior.

e  Bajar con cuidado la pelicula superior para evitar que atrape burbujas de aire.

e Con el lado liso hacia abajo, colocar el dispersor en la pelicula superior sobre el inoculo,
presionar suavemente el dispersor para distribuir el inoculo sobre el &rea circular. No girar
ni deslizar el dispersor.

e Levantar el dispensador, esperar un minuto a que solidifique el gel.

e Incubar las placas caras arriba en grupos de no mas de 20 piezas. A una temperatura de 35
°C £ 1 °C por 24 horas + 2 horas.

e Las placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias estandar u otro tipo de

lupa con luz.

e En la Tabla 10-2 se puede observar la temperatura y tiempo de incubacion de los

microorganismos.

Tabla 10-2.  Condiciones de incubacion de acuerdo a los microorganismos

Microorganismo Condiciones de incubacion
Enterobacteriaceas 35 °C + 1°C durante 24 horas
Echericha coli 35°C +£1°C durante 48 horas 2 horas
Staphylococcus &ureos 35°C +1°C durante 24 horas

Listeria monocytogenes 35°C +1°C durante 76 horas
Salmonela 35°C £1°C durante 72 horas

Fuente: Guia de interpretacion 3M Placas Petrifilm
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CAPITULO 11

3.  MARCO DE RESUSTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADO
3.1 Anadlisis fisico quimico de los tres tipos de frutas.

3.1.1. Solidos solubles (SST)

Al analizar en la (Tabla 11-3) el contenido de sélidos solubles totales de las diferentes frutas
utilizadas en esta investigacion se pudo conocer que, la pifia, la papaya y el higo poseen valores
de (12,12 ° Brix, 7,62 ° Brix y 7,24 ° Brix) respectivamente donde existe diferencias altamente
significativas (<0,001), comparandolos con la norma técnica ecuatoriana (INEN 2 337:2008, p. 4)
donde nos indica que la papaya debe tener un minimo de 8 ° Brix, la pifia un minimo de 10° Brix,
encontrandose dentro de los rangos establecidos sin tener mayor afectacion, mientras que segin
él (CODEX STAN 247, p. 18) el higo debe tener un minimo de 18 ° Brix, siendo el valor que més
difiere con la presente investigacion, esto puede deberse a lo mencionado por (Ingrid, y otros, 2007,
p 92) en donde indican que la madurez es uno de los aspectos gue refleja el comportamiento de los

solidos solubles o ° Brix, mientras que la cantidad de azucares en los frutos depende de la

variedad de los mismos.

Tabla 11-3:  Analisis fisico quimicas de los tres tipos de frutas

Caracteristicas Fisico quimicas

Parametros Papaya Pifa Higo EE. Prob
Solidos solubles 7,62 a 12,12 b 7,24 a 0,37 0,001
Ph 5,48 b 2,20 a 6,48 c 0,07 0,001

Realiza por: BERMEO Berrones, Josselin, 2019

Fuente: INFOSTAT, 2019

EE. error estandar

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas

Prob <0,05: existe diferencias significativas

Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

Medias con letras iguales en la misma fila no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tuckey.

312.  pH

Al realizar el anélisis del pH en los tres tipos de frutas higo, papaya y pifia, existen diferencias
altamente significativas (<0,001) mostrando valores (6,48 , 5,48 y 2,20) respectivamente, donde
segun la investigacion de (Badui, 2006) dice que, todas las enzimas tienen un rango de pH dptimo
para su correcto funcionamiento y para ser aplicadas en alimentos deben tener un valor entre 3 'y

7, esto puede deberse a lo mencionado por (Guacho, y otros, 2017, p 25) donde recalca que el pH en
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las enzimas determina el nivel de complejidad de su estructura tridimensional y la afinidad que la
enzima tendré con el sustrato donde la papaya y el higo se encuentran dentro de los establecido,
siendo la pifia la que se encuentra fuera del rango, debido a lo mencionado por ( Pérez et al, 2006:
p.6) donde sefiala que un pH por debajo de 3 es el resultado de la degradacién enzimatica por

factores de obtencién y almacenamiento.

3.2. Andlisis del rendimiento del latex de la fruta y la enzima.

3.2.1. Rendimiento del latex de la fruta (%)

Al analizar el rendimiento del Iatex en los tres tipos de frutas, se puede apreciar en la (Tabla 12-
3) que existen diferencias altamente significativas, obteniendo valores de rendimiento de (
14,69% en la papaya, 11,81% del higo y 3,89% en la pifia) esto puede deberse a lo mencionado
por (Villavicencio, 2011, p, 64) donde indica que el estado de maduracion de la fruta influye en la
presencia de latex, obteniendo los mejores resultados en frutas en estado de maduracion verde

donde se encuentra mayor cantidad, facilitando la extraccion de la enzima.

Tabla 12-3:  Anaélisis de la obtenci6n de las tres enzimas proteoliticas.

Fruta
Pardmetros Papaya Pifia Higo EE. Prob
Rendimiento del latex la fruta 14,69 c 3,89 a 11,81 b 0,42 0,001
Rendimiento de la enzima 13,61 b 0,75 a 18,39 c 0,39 0,001

Realiza por: BERMEO, Berrones, Josselin, 2019

Fuente: INFOSTAT, 2019

EE. error estandar

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas

Prob <0,05: existe diferencias significativas

Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

Medias con letras iguales en la misma fila no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tuckey

3.2.2. Rendimiento de la enzima

Los valores de rendimiento enzimatico se encuentran en 18,39 g/Kg para la ficina, 13,61 g/Kg
para la papaina y 0,75 g/Kg para la bromelina, mostrdndose diferencias altamente significativas
(<0.001), segun lo investigado por (Arana y Quijano, 2012), (Borella y Stavanato, 2015), el
rendimiento puede se debe a factores genéticos y de cultivo, como también al método de

extraccion para cada una de ellas.
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3.3. Analisis de la actividad enzimatica

Al realizar el andlisis de la actividad enzimética se encuentran diferencias altamente significativas
(<0,001) como se muestra en la (Tabla 13-3), dando valores de (méax. 15,87 U/mg prot utilizando
0,0025 mg, min. 15,09 U/mg prot utilizando 0,005mg) para la papaina, (méax. 17,66 U/mg prot
utilizando 0,0025 mg, min. 15,74 U/mg prot utilizando 0,02mg) para la bromelina y para la ficina
(max. 16,19 U/mg prot utilizando 0,0025 mg, min. 14,84 U/mg prot utilizando 0,02 mg).

En estudios realizados por (Aguirre y Castillo, 2009, p.9) menciona que los andlisis de la actividad
enzimatica con el método de coagulacion de leche (Balls and Hoover), obtuvieron una gama de
tiempo de coagulacion con la utilizacion de varias concentraciones de enzima, observando que a
medida que aumenta la concentracion de la enzima diluida en acido el tiempo de coagulacion de
la leche disminuye en los analisis realizados. Resultado que coincide con la presente investigacion
en lo que corresponde a la bromelinay ficina ya que a medida que va aumentando la concentracion

de la enzima el tiempo de coagulacién va disminuyendo.

Al analizar la determinacién de proteinas en la leche con el método de Kjeldahl, se obtuvo un
valor de 2,92 % cumpliendo con lo establecido en la Norma Técnica Ecuatoriana (INEN 16) donde
el contenido de proteina en la leche debe ser minimo de 2,9 %, encontrandose dentro de la

normativa para ser utilizada en elaboracion de productos lacteos.

Tabla 13-3:  Analisis de la actividad enzimatica de las tres enzimas proteoliticas.

Cantidad
DOSIS PAPAINA BROMELINA FICINA
0,0025 15,87 c 17,66 d 16,19 d
0,005 15,09 a 17,26 c 16,01 c
0,01 15,42 b 16,39 b 15,42 b
0,02 15,79 c 15,74 a 14,87 a
EE. 0,03 0,02 0,04
Prob. 0,001 0,001 0,001

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019

Fuente: INFOSTAT, 2019

EE. error estandar

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas

Prob <0,05: existe diferencias significativas

Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

Medias con letras iguales en la misma fila no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tuckey.
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3.4. Anélisis de los tiempos de coagulacion

Al analizar los tiempos de coagulacién en las diferentes enzimas utilizadas en esta investigacion
se pudo conocer que los mejores resultad se obtuvieron con 0,005 mg de papaina en un tipo de
61,44 seg, 0,02 mg de bromelina en un tiempo de 73,92 seg y con 0,02 mg de ficina un tiempo de
58 seg, presentando diferencias altamente significativas como se muestra en la (Tabla 14-3) esta
diferencia puede deberse a lo mencionado por (Alais, 2003, p.40) donde menciona que el tiempo de
coagulacion depende del volumen de cuajo como del volumen de leche a utilizar, este sera medido
en segundos y dependera de la afinidad que tenga la enzima con el sustrato. Dando como mejor
tiempo de coagulacion a la ficina con una cantidad de 0,02 mg de enzima ya que coagula en menor
tiempo de 58 segundos comparado con las otras enzimas y cantidades demostrando que es mas

proteolitica que la papaina y bromelina.

Tabla 14-3:  Anaélisis de los tiempos de coagulacion de los tres tipos de enzimas.

Cantidad
DOSIS PAPAINA BROMELINA FICINA
0,0025 76,92 c 151,2 D 84,84 bc
0,005 61,44 a 126,12 C 67,32 ab
0,01 67,32 b 90,84 B 924 c
0,02 75,12 c 73,92 A 58 a
EE. 0,73 0,67 5,76
Prob. 0,001 0,001 0,001

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019

Fuente: INFOSTAT, 2019

EE. error estandar

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas

Prob <0,05: existe diferencias significativas

Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

Medias con letras iguales en la misma columna no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tuckey

3.5. Anadlisis de la fuerza de coagulacion de la papaina, bromelina y ficina.

En la investigacion realizada por (Juca, 2015, p. 59) menciona que la fuerza de coagulacion para las
enzimas vegetales es menor que la fuerza de coagulacion de la quimosina (cuajo comercial),
debido a que tiene mayor especificidad para la caseina presentando un menor tiempo de
coagulacién, dando concordancia a los valores obtenidos en la presente investigacion, siendo los
mejores resultados 0,0025 mg de papaina con 738432000 US, 0,0025 mg de bromelina con
1451520000 US, y 0,0025 mg de ficina con 814464000 US. Como se muestra en la (Tabla 15-3)

presentando diferencias altamente significativas.
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Tabla 15-3:  Analisis de la fuerza de coagulacidn de los tres tipos de enzimas.

Cantidad
DOSIS PAPAINA BROMELINA FICINA
0,0025 738432000,00 d 1451520000,00 d 814464000,00 d
0,005 294912000,00 c 605376000,00 c 323136000,00 c
0,01 161568000,00 b 218016000,00 b 221760000,00 b
0,02 90144000,00 a 88704000,00 a 69600000,00 a
EE. 6531991,43 2920662,94 14404109,4
Prob. 0,001 0,001 0,001

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019

Fuente: INFOSTAT, 2019

EE. error estandar

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas

Prob <0,05: existe diferencias significativas

Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

Medias con letras iguales en la misma fila no difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tuckey

3.6. Andlisis de las caracteristicas fisico quimicas del queso fresco comercial y

queso fresco utilizando ficina.

3.6.1. Anadlisis de Proteina

En el analisis del contenido de proteina en la (Tabla 16-3) se muestra diferencias significativas
(<0,005) para el queso fresco comercial y el queso fresco utilizando la ficina donde nos muestran
valores de proteina de (18,50 % y 9,46 %) respectivamente, comparando con la investigacion
realizada por (Alais, 1985), (Hekken y Farkye, 2003), (Garcia y Islas, 2006) sefialan que el porcentaje de
proteina en el queso fresco esta en un rango de 17 a 21 %. Donde la proteina del queso fresco
comercial se encuentra dentro de lo establecido sin tener afectaciones, mientras que para el queso
elaborado con ficina el porcentaje de proteina difiere notoriamente esto puede deberse a lo
mencionado por (Aguirre y Castillo, 2009, p.9) donde sefiala que cuando existe una disminucion en el
porcentaje de proteina en el queso se debe a que la enzima vegetal no ha reaccionado por completo

con la proteina debido a que no se ha realizado un proceso de purificacion en la enzima.
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Tabla 16-3:  Andlisis de las caracteristicas fisico quimicas del queso

(Proteina).
Queso
utilizando la Queso
PROTEINA enzima ficina Comercial
Media 9,46 18,50
Varianza 0,95911552 0,8114316
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,77680778
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -31,3103971
P(T<=t) una cola 3,1004E-06
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 6,2008E-06
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019
Fuente: INFOSTAT, 2019

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas
Prob <0,05: existe diferencias significativas
Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

3.6.2. Anélisis del pH.

Al realizar el andlisis del pH en el queso fresco comercial y el queso fresco elaborado con ficina,
como se muestra en la (Tabla 17-3) existen diferencias significativas (<0,005) encontrandose
valores de (6,53 y 6,74) respectivamente, y que en comparacion con diferentes investigaciones
realizadas como los de (Alais, 1985), (Van Hekken y Farkye, 2003), (Garcia y Islas, 2006) sefialan que el pH
en el queso fresco va desde (6,1 a 6,7) demostrando que la presente investigacion se encuentra
dentro de los rangos. Ademas (Antenaza, 2015, p.55) indica que algunas de las causas del descenso

en el pH se atribuyen al crecimiento de bacterias sobrevivientes a la pasteurizacion y/o

contaminacion cruzada en la elaboracion y almacenamiento del mismo.
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Tabla 17-3:  Andlisis de las caracteristicas fisico quimicas del

queso (pH).
Queso
utilizando la Queso
pH enzima ficina Comercial
Media 6,746 6,534
Varianza 8E-05 8E-05
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson -0,0625
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 36,3577001
P(T<=t) una cola 1,7082E-06
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 3,4165E-06
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511
Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019
Fuente: INFOSTAT, 2019
Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas
Prob <0,05: existe diferencias significativas
3.6.3. Anélisis de la actividad de agua (aw).

Al realizar el anélisis de la aw en los quesos frescos se encontraron diferencias significativas
como se puede apreciar en la (Tabla 18-3) dando valores de 0,79 para el queso comercial y 0,78
para el queso elaborado con ficina, encontrandose dentro de los rangos sin tener mayor afectacion
segun lo sefialado por (Arévalo, 2014, p, 27) la aw varia en quesos frescos desde 0,70 a 1 por lo que
el crecimiento de los microorganismos alcanza un maximo entre 0,9 y 1,0 después decrece

rapidamente con la reduccion de la aw.

Tabla 18-3:  Andlisis de las caracteristicas fisico quimicas del
queso fresco (aw).

Queso
utilizando la Queso
Aw enzima ficina Comercial
Media 0,7858 0,7958
Varianza 5,47E-05 0,0000137
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,44566229
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -3,37099931
P(T<=t) una cola 0,01400889
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 0,02801779
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019
Fuente: INFOSTAT, 2019

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas
Prob <0,05: existe diferencias significativas
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Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas
3.6.4. Anélisis del porcentaje de humedad

Al realizar el analisis del porcentaje de humedad en el queso fresco comercial y el queso fresco
utilizando ficina no se encuentran diferencias significativas como se muestra en la (Tabla 19-3)
obteniendo valores de (60,82 y 60,54) mismos que se encuentran dentro de la Norma Técnica
Ecuatoriana (INEN 63) en el que el queso fresco no debe tener un porcentaje de humedad superior
al 80 % donde se encuentran dentro del rangos establecidos sin tener mayor afectacion.

Tabla 19-3: Analisis de las caracteristicas fisico quimicas del queso
del porcentaje de humedad.
Queso
utilizando la Queso
% HUMEDAD enzima ficina Comercial
Media 60,5401111 60,8221557
Varianza 13,9863871 0,61372078
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,28281102
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -0,1753017
P(T<=t) una cola 0,43467937
Valor critico de t (una cola) 2,13184678
P(T<=t) dos colas 0,86935873
Valor critico de t (dos colas) 2,77644511

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019

Fuente: INFOSTAT, 2019

Prob >0,05: no existe diferencias estadisticas

Prob <0,05: existe diferencias significativas

Prob <0,01: existen diferencias altamente significativas

3.7. Analisis sensorial

Al realizar el andlisis de preferencia pareada para los dos tipos de quesos, tanto el queso fresco
comercial como el elaborado utilizando la mejor enzima, se pudo obtener como resultado que la
mayor aceptacion la obtiene el queso comercial con el 100% de preferencia, como se puede

observar en el Grafico 1-3.

CUAL MUESTRA PREFIERE?

m MUESTRA 200 MUESTRA 250

Gréfico 7-3.  Anaélisis sensorial de preferencia: muestra 200 (queso comercial), muestra 250
(queso fresco utilizando la enzima ficina.
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Realizado por: BERMEO, Josselin, 2019.

3.8. Andlisis microbioldgico.

Al analizar la muestra de queso fresco comercial y queso fresco utilizando la mejor enzima, se
observa en la Tabla 20-3 y Tabla 21-3, no hubo existencia de Enterobacteriaceas, Echerichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonela, encontrandose dentro de la Norma
Técnica Ecuatoriana INEN 1528 como se sefiala en la Tabla 22-3 los indices maximo permisible
para identifica una buena calidad y el indice maximo permisible para identificar nivel aceptable
de calidad.

Tabla 20-3:  Andlisis microbioldgico de una muestra de queso fresco comercial

Microorganismos

Repeticiones Enterobacteridceas  Echerichacoli  Staphylococcus Listeria Salmonela
aureus monocytogenes

1 0 0 0 Ausencia Ausencia

2 0 0 0 Ausencia Ausencia

3 0 0 0 Ausencia Ausencia

4 0 0 0 Ausencia Ausencia

5 0 0 0 Ausencia Ausencia

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019

Tabla 21-3:  Analisis microbiol6gico de una muestra de queso fresco utilizando la enzima

ficina
Microorganismos
Repeticiones Enterobacteriaceas Echericha coli  Staphylococcus dureos Listeria Salmonela
monocytogenes
1 0 0 0 Ausencia Ausencia
2 0 0 0 Ausencia Ausencia
3 0 0 0 Ausencia Ausencia
4 0 0 0 Ausencia Ausencia
5 0 0 0 Ausencia Ausencia

Realiza por: BERMEO, Josselin, 2019
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CONCLUSIONES

o Se determind que el rendimiento de latex procedentes de los tres tipos de frutas para el

higo es de 11,81 %, 14,69 % para la papaya y 3,89 % para la pifia.

o Se evalué el rendimiento en las tres enzimas donde el mejor rendimiento es de 18,39 g/kg

para la ficina, 13,61 g/kg para la papaina y 0,75 g/kg para la bromelina.

) El mejor comportamiento enzimatico y la velocidad de reaccion es de 15, 09 U/mg prot
para la papaina con un tiempo de coagulacion de 61,44min; 15,74 U/mg prot para la bromelina
con un tiempo de coagulacion de 73,92 min y 14, 87 U/mg prot para la ficina con un tiempo de
coagulacién 58 min, siendo esta ultima la que presento un mejor comportamiento y velocidad

enzimatica.

o Se analizaron los resultados fisico-quimicos obtenidos mediante la utilizacion de la ficina
en la elaboracion de una muestra de queso fresco en % de humedad fue de 60,54, aw 0,78 %, 9,27
% de proteina y pH 6,74, valores que en comparacion con un queso fresco comercial no difieren

cuantitativamente a excepto de la proteina con una diferencia de 8,86 % entre ambos.

o En el andlisis sensorial el 100% de catadores prefirié el queso fresco comercial.
o En los anélisis microbiolégicos no se reportdé presencia de microorganismos como

Enterobacteriaceas, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y

Salmonella.
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RECOMENDACIONES

e Realizar la limpieza y desinfeccion de la fruta para evitar contaminacion en el latex y pérdidas

en su actividad enzimatica.

o Ultilizar temperaturas de 1 a 4 °C para la preservacién del latex extraido de las frutas, evitando

la desnaturalizacion enzimatica.

e Efectuar un método de purificacion parcial para las enzimas vegetales, y asi obtener mejores

resultados en la cantidad de proteina y en sus caracteristicas sensoriales.

o Desarrollar investigaciones que permitan obtener mejores condiciones en lo que se refiere a la
fuerza y tiempo de coagulacion, utilizando combinaciones entre las enzimas investigadas en

cantidad y especie de fruta del cual proviene.
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