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RESUMEN

Debido a la disminución de las fuentes de cuajo de origen animal y al aumento en el consumo de queso en los últimos años, entre otras razones, es de interés buscar nuevas alternativas como coagulantes de la leche, considerando factores tanto económicos como de calidad.

El propósito principal de este estudio es generar un extracto enzimático, extraído de una planta del sur de Chile denominada Ulex europaeus L., que pueda ser usado en quesería. 

Los muestreos se realizaron en tres oportunidades, entre los meses de Mayo a Septiembre del 2002, recolectando tres muestras para cada caso. Posteriormente, se realizaron análisis de humedad y proteínas de la planta, para luego desarrollar una extracción enzimática que es sometida a pruebas relacionadas con la coagulación en quesería, como son: fuerza de cuajo, tiempo de coagulación, sinéresis del gel y fuerza del gel. Finalmente, mediante electroforesis, se determinó el peso molecular de las proteínas presentes en el extracto enzimático vegetal y por cromatografía se separaron de las proteínas presentes.

Los resultados obtenidos demuestran que este extracto vegetal, aunque posee propiedades coagulantes de la leche, no llega a igualarse con las del cuajo de referencia. Sin embargo, su alta posibilidad de mejoramiento en cuanto a poder coagulante y su bajo costo adquisitivo, dan la base para futuras investigaciones, ya sea para la misma planta como para otras especies.  

SUMMARY

Due to the decreasing of the sources of animal rennet and the increasing, in the consumption of cheese, in the last years, among other reasons, it is interesting to find new alternatives to clot the milk, considering economic factors and quality.

The main purpose of this study is to generate a vegetal extract, extracted of a plant from the south of Chile, denominated Ulex europaeus L., with which it is possible to  obtain similar results than a standard rennet. 

The tests were done in three opportunities, from May to September in 2002, collecting three samples each time. Next, moisture and proteins analysis in the plant were donefor developing an extraction which can do the clotting tests, such as: rennet force, clotting time, gel sineresis and gel force. Finally, it proteins molecular weight was determined by electrophoresis in the vegetable extract and the separation of the present proteins by chromatography.

The obtained results showed that this plant extract, although it has milk clotting properties, of course, it is not similar than those of the reference clot. However, its great possibility of improvement as clotting power and its low cost, they give the base for future researches with the same plant or with other species.  

1.  INTRODUCCION

La coagulación de la leche es un proceso fundamental en la elaboración de quesos, y sus dos formas más habituales son por acidificación y mediante la acción de enzimas. Tradicionalmente, las enzimas coagulantes han sido extraídas de fuentes, principalmente del estómago de rumiantes. Sin embargo, debido a la disminución de estas fuentes de cuajo y al aumento de la producción de quesos que en el país va desde 44.718 a 50.417 Ton., sólo en el período 2000-2001, y a una producción total de 53.075 Ton en el año 2002 (ODEPA)
, es de interés buscar nuevas alternativas como coagulantes de la leche, considerando factores económicos y calidad.

La leche puede ser coagulada mediante numerosas enzimas proteolíticas de variadas fuentes, tales como diferentes especies de animales (porcino, bovino, aves (pollo), etc.), proteinasas microbianas (Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus y Cryphonectria parasitica) y proteinasas extraídas de frutas, como la papaya, (Carica papaya L.) y plantas como el cardo (Cynara cardunculus L., Cynara humilis L.) (VIOQUE et al., 2000).

Según diversos autores, una de las principales características que poseen las enzimas provenientes del reino vegetal es la ausencia de toxinas que podrían afectar la salud de los consumidores.

La planta Ulex europaeus L. es considerada en Chile una de las maleza más abundantes de la zona sur, que invade praderas llegando a formar masas impenetrables que impide el cultivo y desarrollo de otras especies. 

Hipótesis: Dado el contenido de proteína de la planta Ulex europaeus L. existe la posibilidad de tener presencia de proteasas que se podrían utilizar como sustituto de cuajo. 

El objetivo general del presente trabajo es extraer y caracterizar proteasas de la planta Ulex europaeus L. que puedan ser usadas en quesería.

Los objetivos específicos del presente estudio son:

· Extraer enzimas proteásicas a partir de la planta Ulex europaeus L.
· Determinar la actividad (fuerza del cuajo) y contenido de proteína de la enzima purificada.
· Comparar la fuerza de coagulación de la enzima, fuerza del gel obtenido y sinéresis de la cuajada frente a un cuajo estándar.
2.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.  Ulex europeo (Ulex europaeus L.)

Esta planta perteneciente al Orden de las Leguminosales y a la Familia de las Fabaceae (CABRERA, 1981), tiene su origen en Europa, desde donde fue introducida hasta el oeste de los E.E.U.U., Tasmania, Nueva Zelanda y varios países sudamericanos (MATTHEI, 1995). Es conocida en nuestro país vulgarmente con los nombres de espino amarillo, espino alemán, escajo, espino,  espinillo, yaquil, aliaga, maticorena, corena, chacai y tejo (MATTHEI, 1995 y RAMIREZ, 1975).

A continuación se presentan la FIGURA 1, que muestra la planta Ulex europaeus en su período de floración, y la FIGURA 2, en donde le se ve formando asociaciones con otras plantas de su misma especie.

FIGURA 1.  Ulex europaeus L.
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FUENTE: MONTENEGRO (2000).

FIGURA 2.  Ulex europaeus formando asociaciones.
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FUENTE: MONTENEGRO (2000).

El Ulex europaeus L. está presente en nuestro país, sólo con esta especie. Corresponde a un arbusto punzante, casi a filo, que puede alcanzar los 3 metros de altura. Las ramas más viejas son muy densas, mientras que las ramillas nuevas son estriadas, de color verde grisáceo y fotosintetizadoras. Las hojas son muy pequeñas y algo pilosas, la mayor parte reducidas a espinas también de color verde. Las flores son hermafroditas, muy abundantes, de 1 a 3 en las axilas de las espinas, agrupadas hacia el extremo de las ramas. Presentan un cáliz de color café claro, pubescente y bilabiado; una corola amarilla, de 5 pétalos llamados estandarte, alas y quilla, esta última formada por 2 pétalos parcialmente unidos. El androceo está formado por 10 estambres; el gineceo desarrolla un ovario súpero. El fruto es una legumbre peluda que contiene varias semillas; éste se abre violentamente al madurar y disemina las semillas lejos de la planta madre (MONTENEGRO, 2000).

2.1.1.  Distribución y hábitat. El U. europaeus crece en Chile, en la V y desde la VII a la X regiones; también se desarrolla en la Isla de Pascua. Fue traída al país durante la primera mitad del siglo XIX, y su período de floración es a fines de invierno y comienzos de primavera (MONTENEGRO, 2000). 

Esta planta en nuestro país se ha constituido en maleza, invadiendo suelos de uso agrícola y forestal. En 1847 se observó por primera vez, y ya en 1897 se señala el peligro que presenta esta especie por su rápida reproducción y crecimiento, haciendo imposible su control (MATTHEI, 1995).

Actualmente se ha convertido en una de las malezas más peligrosas de la zona sur, donde invade terrenos empobrecidos y despejados, llegando a formar masas impenetrables que impiden el cultivo e incluso el desarrollo de otras especies (MONTENEGRO, 2000).

Esta planta es parte integrante del paisaje sureño y durante la primavera es fácil de distinguir ya que tiñe de amarillo los campos y praderas. (MONTENEGRO, 2000).

2.1.2.  Crecimiento de la planta. BECKDORF (1985), menciona que el desarrollo del espino es afectado por una serie de factores exógenos ambientales como son, el tipo de suelo y su fertilidad, luminosidad, temperatura y humedad. Además, está determinado por sus características internas, tales como, eficiencia fotosintética, capacidad fijadora de nitrógeno y requerimientos nutricionales, entre otros, que le confieren una fuerte capacidad competitiva.

2.1.2.1.  Factores de desarrollo exógenos a la planta. La planta U. europaeus  puede llegar a crecer en casi todos los tipos de suelo, siendo sus únicas restricciones la nutrición y el acceso a trazas de ciertos elementos nutritivos. El crecimiento óptimo es posible a un pH de 4,5 - 5,0 (MEEKLAH, 1979).

El espino puede desarrollarse sin problemas en terrenos deficientes en calcio. Además, esta planta tiende a acidificar el suelo y bajar la capacidad de intercambio catiónico (CIC) de suelos moderadamente fértiles, en los cuales también crece. Esto puede interpretarse como un mecanismo de adaptación, porque al empobrecer el suelo, queda libre de competidores de rápido crecimiento ávidos por calcio (MAC CARTER y GAYNOR, 1980).

Con respecto a la luminosidad necesaria RAMIREZ (1973), señala que el U. europaeus es afectado negativamente por la falta de luz, por esta razón sólo puede invadir terrenos denudados o con vegetación herbácea, y por este motivo no penetra en los bosques.

2.1.2.2.  Factores de desarrollo endógenos de la planta.  El U. europaeus es una especie con una elevada actividad fotosintética, altas demandas hídricas, bajos requerimientos nutricionales y rápido crecimiento. Su productividad puede llegar a alcanzar los 6.000 Kg de materia seca/há en plantas de un año de edad, con un total de 77.000 Kg MS/há en 10 años (MEEKLAH, 1979).

Por el hecho de ser un gran competidor sólo en suelos degradados y pobres en nutrientes, en Chile ha llegado a formar densos matorrales en lugares donde los suelos rojos-arcillosos han sido agotados por el pastoreo o  el monocultivo de Pinus radiata (MORAGA, 1983). Para zonas como Valdivia, por la gran capacidad de formar asociaciones, RAMIREZ et al. (1984), indican que el espino amarillo ha reemplazado a otras especies como la especie predominante.

Esta planta por poseer una gran capacidad fijadora de nitrógeno tiene como ventaja el enriquecer los suelos con este componente, lo cual sumado a una eficiencia fotosintética, permite a esta maleza acumular una abundante biomasa rica en nitrógeno. Este componente se torna útil para otras plantas cuando el espino muere naturalmente, ya que al quemar este tipo de matorrales se liberan grandes cantidades de calcio, magnesio, potasio y fósforo, mientras que la mayor parte del nitrógeno acumulado simplemente se pierde (MORAGA, 1983 y MAC CARTER y GAYNOR, 1980).

En términos fenológicos, esta planta posee un período vegetativo prolongado y además un crecimiento juvenil muy rápido, lo que le otorga, sin duda, una gran capacidad de competencia en relación a otras especies. La  propagación sexual se ve favorecida por la precoz producción de flores y frutos (RAMIREZ, 1975).

Anualmente la caída de semillas del U. europaeus puede llegar a ser de 500 a 10.000 por metro cuadrado y cuando sus legumbres saltan, lo pueden hacer a una distancia de 5 metros o más (MAC CARTER y GAYNOR, 1980 y MEEKLAH, 1979).
 

Las semillas al poseer una testa muy dura e impermeable, permite que permanezcan viables en el suelo por más de 30 años (MAC CARTER y GAYNOR, 1980)

2.1.3.  Control de expansión de la planta. Su rápida colonización de un terreno se debe a la ventaja que presentan las plantas de su familia a vivir en simbiosis con bacterias que aportan nitrógeno al suelo (MONTENEGRO, 2000).

El control de su dispersión tiene un alto costo de erradicación, ya que es necesario cortarlo o quemarlo y después arrancar los tocones raíces. Esta operación debe hacerse durante varios años seguidos porque rebrota con facilidad de cualquier trozo. Produce muchísimas semillas que tienen gran capacidad germinativa, resistiendo incluso el fuego. (MONTENEGRO, 2000). 

2.1.4.  Usos de la planta. El U. europaeus puede ser usada como cercos vivos impenetrables, sin embargo esto resulta peligroso por su facilidad para invadir lugares cercanos y la dificultad para controlarla (MONTENEGRO, 2000).

En Europa se utiliza como combustible ya que arde con facilidad incluso estando verde, característica que ayuda a la expansión de los incendios  forestales (MONTENEGRO, 2000).

En Inglaterra se cultiva como planta ornamental por la belleza y abundancia de sus flores. Por otra parte, las abejas recolectan el néctar de las flores que se produce en forma abundante. (MONTENEGRO, 2000).

CABRERA (1981), señala que otro uso del U. europaeus es el de alimento para ganado por su valor nutritivo, previa trituración para eliminar las espinas, especialmente en aquellas zonas donde la planta se desarrolla con abundancia, como es la zona sur del país y donde existan pocos recursos forrajeros, aprovechando que ha sido sembrada con anterioridad como alimento silvestre.

2.1.5.  Toxicidad. Uno de los principales problemas toxicológicos que se pueden encontrar en una planta es la posible presencia de pesticidas. Los pesticidas o plaguicidas son sustancias químicas diversas que se utilizan para eliminar organismos que por alguna razón son indeseables (hongos, malas hierbas, nemátodos, insectos, roedores, etc.) Los problemas ambientales asociados con el uso de plaguicidas tienen que ver con su toxicidad, capacidad de degradación en el medio ambiente y tendencia a acumularse en los organismos (BARRA, 1987).

Dentro de los pesticidas, los más comúnmente encontrados son los organoclorados y los organofosforados. Los pesticidas organoclorados son compuestos orgánicos que contienen en su molécula uno o varios átomos de cloro y que por su toxicidad son utilizados como pesticidas. Son sustancias químicamente estables. Como contaminantes tienden a circular a través de las redes tróficas y a acumularse en los organismos, incluido el hombre. Entre los pesticidas organoclorados más comunes se encuentra el conocido DDT (diclorodifeniltricloroetano). Los pesticidas organofosforados son compuestos orgánicos que contienen fósforo en su molécula y que por su toxicidad son usados como insecticidas. A diferencia de los pesticidas organoclorados, se degradan fácilmente en el medio ambiente, por lo que se consideran contaminantes menos peligrosos (BARRA, 1987).

Por otra parte, estudios anteriores han demostrado que el uso de U. europaeus se ve limitado por la presencia de alcaloides quinolizidínicos, entre ellos la anagyrina (FIGURA 3) y la citysina, en las ramas nuevas, hojas, flores y frutos. (BALANDRIN et al., 1982, GLASBY, 1975 y FAUGERAS, 1958).

FIGURA 3.  Estructura química de la Anagyrina.
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FUENTE: MERK (1996).

Los alcaloides son sustancias contenidas en numerosos vegetales,  utilizados como alimento o no, susceptibles de ejercer una actividad fisiológica a baja concentración, y tóxica a dosis elevadas (ADRIAN y FRANGNE, 1990). Así por ejemplo, una disminución en la cantidad de este compuesto orgánico en una preparación farmacéutica va a disminuir la acción terapéutica, o bien un ligero exceso va a ocasionar un cuadro de intoxicación. Es decir, el umbral entre dosis terapéutica y el efecto tóxico es reducido (MONTES et al., 1992). La morfina, cocaína  y el tabaco son los alcaloides más conocidos (ADRIAN y FRANGNE, 1990 y PELLETIER, 1970).

CABRERA (1981), señala que al considerar la utilización de esta planta como forraje sólo es necesario tener en consideración el eliminar las vainas con semillas, puesto que sólo éstas contienen alcaloides tóxicos. 

Estudios posteriores, demuestran que en brotes vegetativos y florales de U. europaeus cortados y triturados mecánicamente con un molino martillo, no se observaron efectos tóxicos con las cantidades suministradas, tomando en cuenta efectos clínicos como frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura de los animales. Además presenta una palatabilidad aceptable por parte de animales sometidos a control y los análisis químicos indican una alta cantidad de proteínas (WOLF, 1988). 

Otra posible toxina que puede estar presente en la planta son las aflatoxinas, que son toxinas producidas por un moho que crece en cultivos de cacahuete, árbol de la nuez, maíz, trigo y semillas oleaginosas, etc. (SCHMIDT-HEBBEL, 1986).

2.2.  Coagulación de la leche

Una de las etapas más esenciales dentro de la elaboración de quesos es la fase de la coagulación, cuyo principal objetivo es el lograr una correcta eliminación de agua y la consiguiente concentración de sólidos (AMIOT, 1991 y FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO), 1980).

ALAIS (1985), menciona que el fenómeno de la coagulación puede suceder de dos formas: por coagulación ácida y por acción enzimática, las cuales constituyen reacciones totalmente diferentes. El CUADRO 1, resume las principales características referentes a estas formas de coagulación.

CUADRO 1.  Características de las dos formas más habituales de coagulación de la leche.

	
	Coagulación por

	
	Acción de las enzimas
	Acidificación

	Proceso bioquímico
	Acción enzimática (lactosa no degrada)
	Fermentación láctica

	Modificación de la caseína
	Transformación en paracaseína y separación de una

parte  no proteica
	Sin modificación química de la proteína

	pH
	6,8
	4,6

	Composición del coágulo
	Fosfoparacaseinato de calcio
	Caseína (desmineralizada)

	Naturaleza del coágulo
	Gel elástico impermeable


	Cuajada desmenusable, sin cohesión

	Sinéresis
	Rápida
	Lenta


FUENTE: ALAIS (1985).

2.2.1.  Coagulación ácida. Una de las principales características que diferencia a este tipo de coagulación con la coagulación enzimática radica en que la caseína no sufre transformaciones y no requiere la presencia de iones de calcio. La coagulación se produce por una neutralización de la carga neta de la caseína causada por acidificación de la leche, ya sea por fermentación o por agregación de ácidos (FENNEMA, 2000  y FAO, 1980).

En las leches frescas que contienen un pH alrededor de 6,7 las caseínas tienen cargas negativas y se repelen entre sí. En el proceso de acidificación de la leche los iones hidrógenos positivos del ácido son absorbidos por las caseínas, lo que trae como consecuencia que la carga negativa va disminuyendo paulatinamente y así también la repulsión entre ellas. Una vez que la repulsión de las cargas ha disminuido y la leche ha alcanzado un pH igual a 4,6 (punto isoleléctrico de la caseína) el proceso de coagulación de la leche comienza (ALAIS, 1985 y FAO, 1980). 

La coagulación, en el caso de una coagulación ácida, es un proceso reversible, lo que no es así en el caso de una coagulación enzimática, en donde no se puede volver al estado original, lo que quiere decir que al aumentar nuevamente el pH mediante la adición de una base (con iones hidroxilo OH), se vuelve a disolver la cuajada porque los iones hidroxilo neutralizan los iones de hidrógeno extrayéndolos de la caseína y produciendo nuevamente una carga negativa de las micelas (BADUI, 1984  y FAO, 1980).

2.2.2.  Coagulación enzimática. Berridge, citado por ALAIS (1985), señala que la coagulación por acción enzimática ocurre en dos fases sucesivas, siendo éstas:

a)  Fase enzimática o “reacción primaria”, en el curso de la cual la enzima ataca a la caseína y solubiliza una pequeña parte. La reacción no necesita la presencia de ión calcio.

b)  Fase de coagulación o “fase secundaria”, involucra a la mayor parte de las sustancias que proceden de la reacción primaria. Esta reacción precisa la presencia de calcio iónico.

Además, el mismo autor señala que es necesario añadir dos fases más para obtener el conjunto de fenómenos consecutivos a la acción enzimática.

c)  Proteólisis general o “reacción terciaria”.

d)  “Sinéresis” del coagulo, es decir, su retracción con su correspondiente exudación de lactosuero.

La FIGURA 4 muestra un esquema simplificado de las fases de la coagulación enzimática.

FIGURA 4.  Las tres fases de la coagulación enzimática de la leche.
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FUENTE: ALAIS (1985).

2.3.  Coagulantes de la leche

Como se señaló anteriormente, los métodos tradicionales de fabricación de queso son por medio de la coagulación ácida y por acción de enzimas, aunque la mayor parte de los quesos son elaborados a través de este último método. 

2.3.1.  Selección de las enzimas. Respecto de este tema ALAIS (1985), señala que muchas endopeptidasas, cualesquiera que sean, animales vegetales o microbianas, son capaces de romper el enlace fenilalanina-metionina (o un enlace parecido) como lo hace el cuajo en la caseína K y, como consecuencia provocar la coagulación de la leche en quesería. Además, menciona que es preciso tener en cuenta la actividad proteolítica no específica, que si es demasiado elevada puede dar lugar a varios inconvenientes, entre ellos:

· El descenso del rendimiento quesero como consecuencia de un ataque demasiado fuerte de la caseína con liberación de sustancias peptídicas solubles en el suero.

· Que la textura del coágulo resulte blanda y friable en el momento del moldeo, haciendo que esta operación se realice en forma incorrecta y provocando pérdidas.

· Provocar la aparición de sabores anormales, especialmente amargor.

Sin lugar a dudas, el cuajo producido del estómago del ternero ha sido usado tradicionalmente desde tiempos remotos como el mayor coagulante en la fabricación de quesos. Sin embargo, el incremento en el consumo de queso y la disminución en el número de terneros sacrificados han llevado a un aumento en el precio del cuajo de ternero y a buscar nuevas alternativas para coagular la leche (VIOQUE et al., 2000).

Diferentes investigadores, desde principios del siglo XX, se han interesado por la utilización de enzimas y coagulantes de otro origen. Es así como otros cuajos sustitutos están siendo estudiados desde entonces (VIOQUE et al., 2000).

De acuerdo a ALAIS (1985), existen varios incentivos para el desarrollo de este tipo de estudios, entre ellos:

· Encontrar un producto coagulante más económico que el cuajo o de cotización más regular y que no sea un subproducto dependiente de otro mercado, como el de la carne.

· Lograr un producto coagulante que no sea de origen animal, como piden algunos países, por ejemplo Israel y la India, donde se rechazan, por razones filosóficas o religiosas, los productos de animales sacrificados.

· Desarrollar un producto coagulante con propiedades específicas que posea ventajas tecnológicas; por ejemplo, que permita la coagulación de leches tratadas térmicamente o que acelere el proceso de maduración de los quesos.

2.3.2.  Factores que influyen en la actividad del coagulante. Los factores que influyen en la actividad del coagulante, según ALAIS (1985) y FAO (1980) son:

· Concentración del cuajo. Es decir, la dilución de la enzima en la leche.

· El pH. La actividad coagulante se anula cuando el pH de la leche supera un determinado valor. 

· La concentración de calcio ionizado. Se observan diferencias notables en la acción del calcio de las diferentes enzimas.

· La temperatura de la leche. Las diferencias son en éste caso menores que en el anterior, pero sin embargo sensibles.

Por otra parte, si el resto de los factores permanecen invariables, se da una relación inversas entre la dosis de cuajo utilizada y el tiempo que la coagulación tarda en producirse; cuanto más alta sea la dosis, menos tarda un volumen de leche en coagular, si el pH y la temperatura se mantienen constantes y próximas al óptimo (WALSTRA et al., 1999, AMIOT, 1991 y BADUI, 1984).

2.4.  Tipos de coagulantes

Los coagulantes más usados son, sin lugar a dudas, los de origen animal, pero se ha investigado en gran medida el uso de cuajos microbianos y en menor medida el de cuajos vegetales. Sin embargo, hay que tener especial cuidado con los cuajos a utilizar, ya que algunos de éstos cuajos sustitutos, ya sea de origen animal, vegetal o microbiano, muestran una actividad proteolítica no específica y pueden causar efectos indeseables en el queso, tal como la formación de sabores amargos (GAYA et al., 1999).

Además, las enzimas coagulantes retenidas en la cuajada tienen un gran impacto sobre el desarrollo del sabor y textura durante el complejo proceso de maduración del queso (CARRERA et al., 1999).

2.4.1.  Enzimas coagulantes de origen animal. ALAIS (1985), señala que la mayoría de los quesos producidos alrededor del mundo eran fabricados usando tradicionalmente un coagulante enzimático extraído del abomaso o cuarto estómago de terneros de entre 10 a 30 días de edad. Este extracto, conocido como cuajo, consiste en dos enzimas proteolíticas: la quimosina y pepsina. La proporción de estas dos enzimas varia dependiendo de la edad del animal al momento de extraer el cuajo. 

Además, este autor señala que las únicas enzimas interesantes en quesería son las secretadas por el estómago del animal, ya que, por ejemplo, las grandes enzimas digestivas producidas por el páncreas, como son la tripsina y quimotripsina, no interesan, ya que su actividad proteolítica no específica es demasiado grande y su pH óptimo se sitúa en la zona alcalina. También menciona que se han identificado tres tipos de enzimas gástricas: la quimosina, la pepsina y la gastiscina.

a)  La quimosina, cuyo pH óptimo de actividad proteolítica se acerca a 4; es la enzima predominante en el estómago de los rumiantes jóvenes no destetados (88-94%), ya que en animales maduros esta proporción decae notoriamente (6-10%). En los animales monogástricos parece ser que no se encuentra más que en estado de indicios. La estabilidad de la quimosina en la zona ácida depende mucho del pH. Hacia pH 2,0 hay una zona de estabilidad limitada; alrededor de pH 3,5 la enzima es muy inestable, probablemente como consecuencia de una autólisis. La estabilidad es buena entre 5,3 y 6,3 y decrece muy rápidamente por encima de pH 6,5 (ALAIS, 1985)

Por otra parte, BROOME y LIMSOWTIN (1998) y KEATING (1978), describen que la actividad proteolítica de la quimosina tiene su óptimo entre 3,0 y 4,0, siendo el pH límite de 7,3 a 7,5.

FAO (1985), menciona que a partir del pH 6,8 la actividad de la quimosina se retrasa. Además, se señala que la quimosina es altamente sensible a la agitación, calentamiento, luz, álcalis, diluciones y productos químicos.

Finalmente, KOSIKOWSKY (1982) y COVACEVICH (1980), mencionan que la temperatura óptima de la quimosina es de 40ºC, ya que temperaturas mayores pueden desnaturalizar la enzima y anular su efectividad como coagulante.

b)  La pepsina es una endopeptidasa que ataca los enlaces peptídicos del interior de las cadenas polipeptídicas (MAHLER y CORDES, 1971).

La enzima, también llamada “pepsina-II” o pepsina “A”,  está presente al momento de extraer en una proporción mucho menor (6-12%) en comparación a la quimosina, pero a medida que el animal madura va alcanzando valores superiores (90-94%). Además, esta enzima es activa en medios más ácidos (pH inferior a 2). Muy predominante en los rumiantes destetados y casi única en los bóvidos. La pepsina es una proteasa muy ácida, su pH óptimo para la actividad proteolítica está en torno a 2,0 y se inhibe a valores de pH superiores a 6,6. Por ello coagula mal o no coagula las leches frescas (ALAIS, 1985).

c)  La gastricsina, enzima menor, con propiedades intermedias, corresponde a la “pepsina-I”, o pepsina ”B” (ALAIS, 1985).

2.4.2.  Enzimas coagulantes de origen microbiano. En primer lugar se encuentran las bacterias esporuladas aerobias del género Bacillus. Estas bacterias, sobre todo B. subtilis, B. lichenifomis, B. mesentericus, B. polymyxa, se cultivan industrialmente para la producción de diversas enzimas, como son la amilasa, proteasa, sacarasa, etc. Del medio de cultivo se puede extraer, en efecto, enzimas coagulantes de la leche, y firmas importantes han realizado ensayos de interés con tales preparaciones (ALAIS, 1985).

Otras enzimas de origen microbiano son las enzimas fúngicas. Se utilizan tres especies de mohos para producir las enzimas coagulantes que se encuentran en el mercado internacional, las cuales son fabricadas por grandes firmas de la fermentación: Endothia parasitica (moho parásito del castaño), Mucor pusillus (moho banal mesófilo del suelo) y Mucor miehei (moho banal termófilo del suelo. (ALAIS, 1985). Además, dentro de las enzimas fúngicas de origen microbiano también destacan las proteasas y peptidasas de Rhizomucor pusillus y Cryphonectria parasitica (SOUSA y MALCATA, 1997)

Por otra parte, diversos estudios en ingeniería genética han demostrado la  gran eficacia del uso de quimosina producida por fermentación usando microorganismos, para obtener una quimosina que sea más pura, como por ejemplo Chymax, Chimogen, Maxiren, etc. (BARBANO y RASMUSSEN, 1992). Además, MORRIS y ANDERSON (1991), señalan que no se encuentran diferencias en cuanto a calidad, actividad proteolíticas y producción en la fabricación de quesos tomando en cuenta un cuajo estándar de ternero y la quimosina producida por técnicas de fermentación (cuajo genético).

Una de las ventajas que tiene el uso de quimosina pura en la elaboración de quesos es que se puede llegar a una definición más precisa de la actividad proteolítica durante la maduración (BANKS, 1992).

Además del aspecto cinético de la coagulación, se considera el aspecto reológico, puesto que una característica general de las enzimas microbianas es el endurecimiento más lento de la cuajada al principio y más rápido al final, en comparación con el cuajo animal, por otra parte, estas cuajadas obtenidas carecen de cohesión, y la actividad proteolítica de estos productos es bastante elevada (ALAIS, 1985)

2.4.3.  Enzimas coagulantes de origen vegetal. Mucho antes que los microorganismos, los vegetales han sido objeto de investigación con el fin de aislar sus enzimas. Efectivamente el jugo de muchas especies puede dar origen a la coagulación de la leche, pero las enzimas que se extraen tienen una actividad proteolítica bastante intensa en relación a su actividad coagulante (ORTIZ DE APODACA et al., 1994, BARBANO y RASMUSSEN, 1992 y ALAIS, 1985). 

La ficina, extraída de la higuera (Ficus carica L.), la bromelina, extraída de los tallos de la piña (Ananas satirus L.), son parecidas a la papaína (de la papaya, Carica papaya L.), que por sí sola puede romper los enlaces peptídicos que la tripsina y la pepsina rompen separadamente. Ocurre lo mismo, probablemente, para las preparaciones enzimáticas del cardo, calabazas, etc. (ALAIS, 1985).

Las proteinasas de plantas pueden llegar a tener un efecto proteolítico desfavorable en la fabricación de queso por el hecho que pueden generar sabores indeseables. Dos excepciones muy conocidas son unas proteasas extraídas de las flores del cardo (Cynara cardunculus y Cynara humilis) y la extraída de berries, Withania coagulans, las cuales pueden ser convenientes para la fabricación de queso cottage o quesos suaves (BROOME y LIMSOWTIN, 1998).

Tres proteinasas de C. cardunculus han sido aisladas, purificadas y parcialmente caracterizadas en términos de actividad, éstas pertenecen al grupo de las proteinasas aspárticas llamadas “cynarasas” o “cyprosinas”. Además, existen dos de esta variedad que ya se han logrado aislar y se denominan cardosinas A y B, siendo la primera muy similar a la quimosina en términos de especifidad y cinética, mientras que la otra es muy similar a la pepsina. Por otro lado, las proteinasas encontradas en C. humilis son diferentes a las encontradas en C. cardunculus, ya que tienen diferencias en términos de fuerza de coagulación de la leche (VIOQUE et al., 2000).

En la década de los sesenta, ya existían estudios de otras plantas a las cuales se les ha demostrado la presencia de enzimas muy similares a la quimosina, dentro de las cuales se incluyen enzimas de la higuera, la Ficus carica, y de las semillas Ricinus communi, (ZUCKERMAN-ATARK y LEIBOVITZ, 1961 y 1962).

GUPTA y ESKIN (1977) y RAMAMURTI y JOHAR (1964), estudiaron varios vegetales por su actividad coagulante e informaron un máximo de actividad en los jugos de calabaza, perteneciente  a la familia de las Cucurbitaceae, la que es conocida con el nombre genérico de Benincasa cerifera 
Por otra parte, ESKIN y LANDMAN (1975), purificaron parcialmente la enzima de la calabaza, la cual tuvo la capacidad de coagular la leche.

2.5.  Quesos elaborados con coagulantes de origen vegetal

Existen algunos quesos que son fabricados con coagulantes vegetales y tienen el grado de denominación de origen (Appellation d’Origine Controllée), tal como “Serra da Estrela” de Portugal y “La Serena” de España (VIOQUE et al., 2000 y FERNANDEZ et al., 1988). 

MACEDO et al. (1993), señala que los aspectos más importantes que hacen a estos quesos únicos, son su fabricación por coagulación de leche de oveja, utilizando como cuajo un coagulante vegetal extraído de la flor del cardo (C. cardunculus).

El mismo autor menciona que el lugar montañoso que da origen al nombre del queso “Serra” posee dentro de sus características principales el tener un especial microclima que da las condiciones ideales para la generación de buenos pastos para la alimentación de ovejas, lo que genera, a su vez, una excelente producción de buena leche, ya sea en cuanto a cantidad como a calidad, lo que finalmente se ve reflejado en que el queso Serra sea económica y organolépticamente la variedad más importante de los quesos tradicionales fabricados en Portugal.

Por otra parte, estudios anteriores indican que la actividad coagulante del extracto de la flor del cardo se ve más afectada por el pH y concentración de sal que el cuajo animal. Las variables a controlar, por el hecho de ser quesos con denominación de origen, están ya determinadas en cuanto a sus materias primas, elaboración como tal y proceso de maduración, es así como algunas de las condiciones óptimas para su desarrollo son, que la temperatura de coagulación este regulada entre 27 y 29ºC, que las condiciones de maduración sean de 8ºC de temperatura y de un 90% de humedad relativa, además de las bajas temperaturas que prevalecen en el invierno ayudan a la excesiva contaminación microbiana que ocurre por las pobres condiciones sanitarias durante la fabricación (MACEDO et al., 1993).

Estos experimentos además han sido llevados a otros países, en donde en Francia, por ejemplo, se han elaborado quesos Camembert y Gruyère y en Italia quesos como Bel Paese (BARBOSA et al., 1981 y BARBOSA et al., 1976).

Por otra parte, existen quesos de bajo tenor graso que presentan generalmente un bajo desarrollo del sabor o pueden presentar sabores amargos y ácidos. Esto es atribuido a la carencia de grasa, debido a que ésta actúa como solvente o reservorio de muchos compuestos solubles en la misma y a importantes enzimas asociadas a la membrana del glóbulo graso (por ejemplo lipasa alcalina, fosfatasa, etc). Por ende, al disminuir la materia grasa en la leche destinada para la elaboración de quesos, se reducen precursores de suma importancia en el sabor y aroma, lo cual es corregible mediante el uso de aditivos (MENDEZ, 2000).

Por esta razón, el C. cardunculus, por el hecho de proporcionar una mayor actividad proteolítica, también ha sido motivo de estudio, ya que el queso Cheddar bajo en grasa (13%) frecuentemente presenta características texturales pobres y el uso de éste extracto vegetal tiene efectos beneficiosos en cuanto a las propiedades de firmeza y características sensoriales del queso, esto tras hacer una comparación con un estudio realizado con cuajo animal (BANKS et al., 1998).  

Finalmente, la Solanum turvum S., otra enzima de origen vegetal utilizada en la elaboración de quesos para coagular la leche, fue motivo de estudio, en donde, se mezclaron leches de búfala y de vaca en proporciones iguales, para luego ser coaguladas con enzimas tanto animal como vegetal. Los resultados obtenidos determinaron un rendimiento quesero mayor para el queso elaborado con coagulante vegetal. Equivalentes resultados entregaron los análisis organolépticos que determinaron una mejor textura, cuerpo y sazón, para el queso elaborado con el cuajo de origen vegetal (CHEDED et al., 1976).

2.6.  Efecto del cuajo en la maduración del queso

Durante el proceso de maduración del queso se originan numerosos componentes muy importantes para las características organolépticas. Uno de los procesos fundamentales que se desarrollan en el mismo es la proteólisis, en la cual se forman inicialmente aminoácidos y péptidos, incluyendo algunos péptidos amargos.

Las enzimas coagulantes, además de ejercer una función específica en la coagulación de la leche, tienen también una importante influencia en la proteólisis, ya que en general, en los quesos que maduran por influencia del cuajo y de los cultivos lácticos, el sabor amargo se desarrolla principalmente dado a la formación de péptidos por la acción del cuajo. Si la velocidad de degradación de estos péptidos, por acción de las enzimas de las bacterias del cultivo iniciador no están bien equilibradas con la velocidad de formación de los péptidos amargos, se desarrollan sabores anormales (WALSTRA et al. 2001).

3.  MATERIAL Y METODO

3.1.  Características del muestreo y de los ensayos realizados

A continuación se presentan las características de recolección y muestreo de la planta, además de la ubicación y duración de los ensayos realizados.

3.1.1.  Recolección y muestreo de la planta. La recolección de las muestras se llevó a cabo en el sector Camino a Niebla, Valdivia; en tres oportunidades y recogiendo tres muestras cada vez, en la época otoño - invierno 2002. Las fechas de los muestreos se señalan en el CUADRO 2. 

CUADRO 2.  Calendario de los muestreos.

	
	Muestreo
	Fecha de muestreo

	Primer muestreo
	A
	28 de Mayo 2002

	Segundo muestreo
	B
	15 de Julio 2002

	Tercer muestreo
	C
	3 de Septiembre 2002


Para el efecto de este estudio se trabajó sólo con ramas de la planta, de entre 30 y 100 cm. de altura, que fueron extraídas del suelo gracias al uso de un hacha de mano, una tijera de podar y guantes de goma, de acuerdo a la ubicación  señalada en el mapa que se presenta en el ANEXO 1.

3.1.2.  Duración de los ensayos. Los ensayos se realizaron entre los meses de Junio del 2002 y Junio del 2003, tomando al menos dos repeticiones para cada ensayo.

3.1.3.  Ubicación de los ensayos. Se realizaron en los Laboratorios de Química y Microbiología del Instituto de Ciencia y Tecnología de los Alimentos (ICYTAL), de la Facultad de Ciencias Agrarias, y en el Laboratorio de Toxicología del Instituto de Farmacología, de la Facultad de Ciencias Veterinarias, pertenecientes a la Universidad Austral de Chile (UACH).

3.2.  Enzimas coagulantes

Las enzimas coagulantes se extrajeron de la planta Ulex europaeus L. y se utilizó como enzima estándar el cuajo en polvo HALA, que se diluyó en agua destilada de acuerdo a los requerimientos de cada metodología.

3.3.  Diseño experimental

A continuación, en el CUADRO 3, se presenta el diseño experimental propuesto para el desarrollo de este estudio.

CUADRO 3.  Diseño experimental.

	
	
	Variables

	Muestra
	Factores
	Planta
	Extracto enzimático

	Ulex europeo
	Muestreos: A
	- Humedad
	-Contenido de proteína

	(Niebla,
	B
	-Proteína total
	-Fuerza de cuajo (actividad)

	Valdivia)
	C
	-Toxicidad
	-Tiempo de coagulación

	
	
	
	-Sinéresis del gel

	
	
	
	-Fuerza del gel

	
	
	
	-Electroforesis PAA-SDS

	
	
	
	-Cromatografía en DEAE  celulosa


3.4.  Análisis preliminares para determinar la mejor extracción de proteínas

Antes de comenzar con los análisis propiamente tales se realizaron ensayos preliminares, de manera de determinar la más eficiente extracción de proteínas.

Para este efecto se combinaron tres diferentes tipos de preparaciones de U. europaeus con dos metodologías de extracción distintas. 

3.4.1.  Preparaciones de la planta U. europaeus.  A continuación se detallan los diferentes métodos de molienda de la planta U. europaeus para lograr la sucesiva extracción de proteínas.

3.4.1.1.  Preparación 1: ramas enteras. Para esta preparación se buscó obtener como resultado un producto casi en polvo, gracias a la ayuda de molinos gruesos y finos. El procedimiento es el siguiente:

1.  Las ramas enteras de la planta extraídas del suelo, se proceden a secar a temperatura ambiente durante 4 días, para de esta forma facilitar la molienda posterior.

2.  Con ayuda de una tijera de podar pequeña se corta toda la planta extraída en tamaños más pequeños.

3.  Mediante el uso de un molino grueso Split phase ac motor, modelo 4E, se muelen a una velocidad de 89 r.p.m.

4.  Con un molino fino Retsch type 2M1, a velocidad 1 y con tamices de 4 y 1,5 mm. de diámetro interno, se llega a un producto en polvo.

3.4.1.2.  Preparación 2: tallos y espinas. Con este proceso se obtiene un producto prepicado utilizando un homogenizador de pedestal. Su procedimiento se detalla a continuación:
1.  Los tallos y espinas, se cortan manualmente con una tijera de podar pequeña y guantes de goma en tamaños más pequeños (0,5 a 1,0 cm.).

2.  La planta se suspende al 4% p/v en agua destilada o Buffer acetato 0,01M (pH=5,5), dependiendo de la metodología a desarrollar, y luego se homogeniza con un Homogeneizador de pedestal por 60 seg.

3.  Reposo por 12 horas en refrigeración.

3.4.1.3.  Preparación 3: espinas y tallos finos. En esta preparación se obtiene un producto molido en forma manual. A continuación se señala su metodología:
1.  Se cortan las espinas y tallos más finos con ayuda de una tijera de podar y guantes de goma.

2.  Se muelen manualmente en mortero hasta la obtención de un producto final casi granulado (1 a 10 mm.).

3.4.2.  Metodologías de extracción de proteínas. Se probaron 2 metodologías de extracción.

3.4.2.1.  Extracción según AÑON y MARTINEZ (1996). Esta extracción señalada en la FIGURA 5, se realizó con la preparación 1 de U. europaeus L. y fue realizada en tres formas. La primera se llevó a cabo suspendiendo la planta reducida a polvo en agua destilada (a), tal y como indica la metodología original, la segunda se realizó con una modificación, que consiste en suspender la planta en buffer fosfato 0,08M (pH=6,5) en lugar de agua destilada (b), metodología probada con anterioridad por ORDOÑEZ (1995), y la tercera consistió en suspender en buffer acetato 0,01M pH 5,5 (c), como lo indica el procedimiento de extracción de enzimas vegetales realizado por GUPTA y ESKIN (1977).

FIGURA 5.  Extracción de proteínas según  AÑON y MARTINEZ (1996).
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Posteriormente, se realizaron las extracciones a las preparaciones 2 y 3, en donde cabe señalar que para el caso de la preparación 2, se utilizó una suspensión al 4% debido al tamaño de la materia prima vegetal usada en la preparación.

3.4.2.2.  Extracción según GUPTA y ESKIN (1977). La secuencia de esta extracción se muestra en la FIGURA 6 y se realizó con las preparaciones 1c, 2  y 3 de U. europaeus, donde las preparaciones 1c y 3 se suspendieron al 10% y la preparación 2 al 4% p/v.

FIGURA 6.  Extracción de proteínas según GUPTA y ESKIN (1977).
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3.4.3.  Análisis de las preparaciones obtenidas. A cada una de las extracciones se le realizaron ensayos de contenido de proteínas, fuerza de cuajo y tiempo de coagulación, cuyos procedimientos serán señalados más adelante, a fin de determinar la extracción que entrega los mejores resultados.

Una vez realizado esto, se procedió a determinar la temperatura y pH óptimo para los extractos enzimáticos vegetales obtenidos de las diferentes extracciones. Esto se realizó probando el poder coagulante (fuerza de cuajo) a diferentes temperaturas (25, 30, 35, 40 y 45°C), mediante el uso de un baño María, donde se controlaba la temperatura de la leche antes de realizar el análisis. Además se probó el poder coagulante a diferentes pH del sustrato (4,5, 5,0, 5,5, 6,0 y 6,5), siendo ajustados estos distintos pH mediante la adición de NaOH 0,5 N y HCl 0,5 N.

3.5.  Metodologías aplicadas

Una vez establecida la extracción que entregó los mejores resultados, y conociéndose además la temperatura y pH óptimo para el extracto enzimático de origen vegetal, se procedió a realizar dicha extracción, según la metodología descrita por GUPTA y ESKIN (1977), para realizar los análisis correspondientes para cada muestreo. Cabe señalar que cada análisis se realizó a lo menos en duplicado.

3.5.1.  Determinación del contenido de humedad de la planta. Este procedimiento se realizó según lo descrito por la A.O.A.C. Official Method 934.01 (ANEXO 2) que se basa en la pérdida de humedad por medio de aire caliente en circulación. La preparación de la muestra consistió en cortar la planta extraída del suelo con una tijera pequeña usada en jardinería.

3.5.2.  Determinación del porcentaje de proteínas de la planta. Se desarrolló según el método de semi micro Kjeldahl, obtenido de la AOAC 978.04 (ANEXO 3). Esta determinación tiene como principio la digestión de una porción de muestra usando un equipo de digestión en bloques, con una mezcla de ácido sulfúrico, peróxido de hidrógeno y sulfato de potasio, junto a un catalizador para convertir el nitrógeno orgánico presente a sulfato de amonio. Luego se adiciona un exceso de NaOH al digerido enfriado, a fin de liberar amonio. La destilación de la muestra digerida puede ser por destilación automática, semiautomática o manual. En el caso de las dos últimas, el amonio se recolecta en un exceso de ácido bórico y se titula con ácido sulfúrico.

Con respecto a la preparación de la muestra, esta consistió en la utilización de las hojas y tallos de la planta prepicadas, las cuales fueron molidas manualmente con la ayuda de un mortero.

3.5.3.  Determinación del contenido de proteínas del extracto enzimático de origen vegetal. Se determinó de acuerdo al método de LOWRY et al. (1951), que tiene como principio el desarrollo del color debido a la reacción de los enlaces peptídicos de los aminoácidos aromáticos de las proteínas y del cobre alcalino de uno de los reactivos, y a la reducción del fosfomolibdato – fosfotungsteno del reactivo Folin – Ciocalteau, (ANEXO 4).

3.5.4.  Determinación de la fuerza de cuajo del extracto enzimático de origen vegetal. Se aplicó el método propuesto por ALAIS (1985) modificado en la temperatura (ANEXO 5). Este método se define como los litros de leche, a la cual se le ha adicionado cloruro de calcio, que es capaz de coagular 1 g de cuajo en un tiempo de 40 minutos a una temperatura dada. Este procedimiento consiste en agregar leche a un “vaso”, previamente graduado, para luego adicionar el cuagulante y dejar escurrir la leche por un orificio que posee en el fondo. Una vez coagulada la leche se detiene el flujo de leche (ALAIS, 1985  y FAO, 1980). Para la prueba se utilizó leche cruda proporcionada por el Fundo Teja Norte de la Universidad Austral de Chile.

3.5.5.  Determinación del tiempo de coagulación del extracto enzimático de origen vegetal. Se utilizó el método propuesto por IDF/FIL 110 A Appendix A (IDF/FIL, 1987a), que se basa en el tiempo que transcurre en aparecer los primeros flóculos, desde el momento que se agrega la enzima coagulante, en las paredes de un tubo que contiene sustrato Berridge (leche en polvo descremada de bajo tratamiento térmico disueltas en cloruro de calcio 0,01 M) (ANEXO 6).

3.5.6.  Determinación de la sinéresis del gel obtenido. Se aplicó el método sugerido por MARSHALL (1981), modificado por CORTEZ (2002), el cual consiste en medir cuantitativamente el volumen de suero, en una alícuota de 50 ml de leche a 30ºC (para el caso de este cuajo) en baño María, a la cual se le adiciona 2,5 mL de enzima coagulante con agitación por 30 segundos. Después de 30 minutos se corta la cuajada en forma de cruz y luego de 10 minutos se cuantifica el suero liberado por medio de una probeta.

3.5.7.  Determinación de la fuerza del gel obtenido. Se realizó según el método descrito por STORRY y GRAEME (1981), modificado por CORTEZ (2002) (ANEXO 7), que tiene como principio el medir la resistencia de la cuajada ante la presión mecánica, para así determinar su firmeza.

La cuajada fue preparada con 100 mL de leche cruda, a una temperatura de 30°C, adicionándole 0,02 g de cloruro de calcio, y utilizando 5 mL de extracto enzimático vegetal.

3.5.8.  Electroforesis del extracto enzimático de origen vegetal. Se realizó de acuerdo al método descrito por LAEMMLI (1970), el cual fue  modificado, ya que para este caso se utilizaron placas para preparar los geles en lugar de tubos (ANEXO 8). Con respecto al principio del método, éste se basa en el uso de sistemas discontinuos en geles en presencia de SDS, y además que la separación de proteínas es independiente de la carga y depende sólo del tamaño. 

3.5.9.  Cromatografía en columna. Se utilizó el procedimiento propuesto por la IDF/FIL 110 A (IDF/FIL,1987b) (ANEXO 9). Esta cromatografía se basa en la separación de enzimas previamente dializadas, presentes en una muestra de cuajo, por medio de sucesivos lavados con dos tipos distintos de buffer en una columna de DEAE celulosa, para posteriormente, a las fracciones obtenidas, realizarles pruebas de actividad por medio de determinación del tiempo de coagulación (FIL/IDF, 1987b), 

3.5.10.  Análisis de toxicidad.  Se realizaron análisis de pesticidas organoclorados y aflatoxinas a la preparación 3 de U. europaeus, señalado por la AOAC Official Method 970.52 y 975.35 (AOAC, 1995), modificado por el Laboratorio de Toxicología, del Instituto de Farmacología, de la Facultad de Ciencias Veterinarias, de la Universidad Austral de Chile (ANEXO 10).
4.  RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Ensayos preliminares

A continuación se presentan los resultados de los análisis destinados a encontrar una metodología de extracción con la cual obtener un extracto enzimático de origen vegetal, con el que se obtengan los mejores resultados, tanto para contenido de proteínas, fuerza de cuajo y tiempo de coagulación.

4.1.1.  Resultados de la extracción según AÑON y MARTINEZ (1996). Se presentan los resultados obtenidos de los análisis del contenido de proteínas, fuerza de cuajo y tiempo de coagulación para extractos enzimáticos  vegetales elaborados con las preparaciones 1 (a, b y c), 2 y 3 de U. europaeus.

4.1.1.1.  Determinación del contenido de proteínas. El CUADRO 4 muestra que al trabajar con la preparación 1b se obtiene un promedio de 0,974 mg de proteína por mL de extracto enzimático, resultado levemente superior a la preparación 1a, con un 0,938 mg/mL (ANEXO 11). Estos resultados concuerdan con lo señalado por ORDOÑEZ (1995), que demuestra que mediante la utilización de buffer fosfato 0,08M, pH 6,5 se puede aumentar el contenido de proteínas de una preparación y así su posible acción enzimática.

Por otra parte, se observa un mayor aumento en el contenido de proteínas con la preparación 1c, con un promedio del 0,977 mg/mL, al utilizar buffer acetato 0,01M pH 5,5 en el proceso de extracción, como se ha hecho en otros estudios anteriores relacionados con extracciones enzimáticas de origen vegetal (GUPTA y ESKIN, 1977).

CUADRO 4.  Contenido de proteínas en el extracto, según AÑON y MARTINEZ (1996). 

	Preparaciones
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	1a
	0,938 ± 0,015

	1b
	0,974 ± 0,010

	1c
	0,977 ± 0,006

	2
	0,728 ± 0,020

	3
	1,268 ± 0,029


* Promedio de triplicados.

Finalmente, para el caso de las preparaciones 2 y 3, los resultados de las extracciones señalan un aumento del contenido de proteínas con la preparación 3, obteniéndose un promedio de 1,268 mg/mL (ANEXO 11), la cual es notoriamente mayor a las restantes preparaciones, lo que indica que al tratar la planta como se señala en éste procedimiento de extracción enzimática, es decir moliendo la planta en forma manual y utilizando buffer acetato para la suspensión de la planta y siguientes procedimientos de extracción, se obtienen los mayores resultados en cuanto al contenido de proteínas presenten en la preparación enzimática de origen vegetal.

4.1.1.2.  Determinación de la fuerza de cuajo y tiempo de coagulación. En el caso de la determinación de la fuerza de cuajo y tiempo de coagulación no se obtienen resultados positivos en la extracción según AÑON y MARTINEZ (1996), utilizando las preparaciones 1a, 1b, 1c, 2 y 3.

4.1.2.  Resultados de la extracción según GUPTA y ESKIN (1977). Se presentan a continuación los resultados del contenido de proteínas, fuerza de cuajo y tiempo de coagulación utilizando las extracciones obtenidas según la metodología de propuesta por GUPTA y ESKIN (1977).

4.1.2.1.  Determinación del contenido de proteínas. El CUADRO 5 resume el contenido de proteínas de los extractos enzimáticos elaborados con las preparaciones 1c, 2 y 3 para este método de extracción. Claramente en la preparación 3 se encuentra una mayor cantidad de proteínas por mL, con 1,428 mg/mL, contra un 1,091 y 0,895 para las preparaciones 1 y 2, respectivamente (ANEXO 12).

CUADRO 5.  Contenido de proteínas en el extracto, según GUPTA y ESKIN (1977). 

	Preparaciones
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	Preparación 1c
	1,091 ± 0,010

	Preparación 2
	0,895 ± 0,010

	Preparación 3
	1,428 ± 0,015


* Promedio de triplicados.

4.1.2.2.  Determinación de la fuerza de cuajo y tiempo de coagulación. A continuación se señalan los resultados de las pruebas de coagulación utilizando las tres diferentes preparaciones. 

En el CUADRO 6 se muestran los resultados obtenidos para la fuerza de cuajo y tiempo de coagulación con las preparaciones 2 y 3, ya que con la preparación 1 no se obtienen resultados para estas pruebas de coagulación, en donde se observa que con la preparación 3 se obtienen los mejores resultados, ya que como promedio para la fuerza de cuajo se alcanza los 1:1.696 g/mL, es decir, que 1 g de solución enzimática es capaz de coagular 1,7 litros de leche a 35°C, lo que es casi 3 veces mayor a lo obtenido con la preparación 2 (1:580 g/mL). Además, para el caso del tiempo de coagulación, éste disminuye casi 1,5 veces desde 1.028 a 730 s de la preparación 2 a la 3.

CUADRO 6.  Fuerza de cuajo y tiempo de coagulación en el extracto, según GUPTA y ESKIN (1977).  

	
	Repet.
	Preparación 2
	Preparación 3

	Fuerza  de cuajo (g/mL)
	1
	1 : 581,1
	1 : 1.702,1

	
	2
	1 : 579,6
	1 : 1.687,8

	
	3
	1 : 580,6
	1 : 1.698,5
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	1:580,43 ± 0,764
	1:1.696,13 ± 7,438

	Tiempo de coag. (s)
	1
	1.030
	731

	
	2
	1.027
	728

	
	3
	1.028
	732
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	1.028,33 ± 1,528
	730,33 ± 2,082


Uno de los motivos de no encontrar buenos resultados en la preparación 1 es atribuido a que durante el proceso de obtención de este extracto se utilizaron molinos mecánicos, los cuales podrían alterar el estado de la proteína, ya que provocan una excesiva fricción de la planta contra las partes internas del equipo, lo cual lleva a que se eleve en demasía la temperatura durante el proceso (CUADRO 5). 

Al realizar un resumen, se puede decir que los mejores resultados se obtuvieron con las preparaciones 2 y 3, y aunque en la preparación 2 se ven resultados más disminuidos, esto es debido a que la cantidad de materia prima vegetal utilizada es sólo de 4% p/v, lo cual es notoriamente menor a las utilizadas en las restantes preparaciones, en las cuales se usó al 10%. Otro motivo de encontrar en la preparación 2 resultados menores a los obtenidos en la preparación 3, es que en la preparación 2 se pierde una pequeña cantidad de materia prima en el homogenizador de pedestal.

Por otra parte, en la metodología de extracción propuesta por GUPTA y ESKIN (1977), se encontraron mejores resultados, en comparación a la metodología descrita por AÑON y MARTINEZ (1996), por el hecho que a pesar que los dos métodos son procedimientos para el aislamiento de proteínas en vegetales, el primero es un método destinado específicamente a la separación y purificación de enzimas vegetales que coagulen la leche.

De acuerdo a estos resultados se seleccionó el método de extracción indicado por GUPTA y ESKIN (1977), utilizando la preparación 3 (extracto de U.europaeus molido en forma manual), ya que con éste procedimiento se obtuvieron los mejores resultados, tanto para fuerza de cuajo, tiempo de coagulación y contenido de proteínas.

4.1.2.3.  Determinación de la temperatura y pH óptimo de acción del extracto enzimático de origen vegetal. Una vez que se determinó que la extracción a utilizar sería la propuesta por GUPTA y ESKIN (1977), con la preparación 3, se realizaron análisis para determinar cuál será la temperatura y pH óptimo del cuajo, factores determinantes a la hora de buscar las condiciones óptimas para la elaboración de queso (ALAIS, 1985). Esto se realizó tomando como referencia el poder coagulante a diferentes rangos de temperaturas y pH.

Determinación de la temperatura óptima del cuajo extraído:

La FIGURA 7, indica que a 30°C se alcanza un máximo de fuerza con una relación de 1:2.010 g/mL (ANEXO 13), correspondiente a la temperatura óptima para el extracto enzimático vegetal extraído, la cual es similar a la señalada por CARRERA et al. (1999), ORTIZ DE APODACA et al. (1994) y VIEIRA DE SA y BARBOSA (1972), que trabajaron con enzimas vegetales extraídas de Cynara cardunculus (Cynarasa), planta que es comúnmente usada en la elaboración de quesos con cuajos vegetales, lo que se realizó a una temperatura de 30°C.

FIGURA 7.  Temperatura óptima del extracto enzimático de origen vegetal
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Además, así como MACEDO et al. (1993), indican que la temperatura de trabajo para las cynarasas es entre 27 y 29°C, otros autores, tales como VIOQUE et al. (2000) y NUÑEZ et al. (1991), señalan que debe ser de 29 y 28°C, respectivamente. 

BURNETT (1976), menciona trabajos realizados con diferentes enzimas coagulantes de origen vegetal (Galium verum, Dipsacus sylvestris, Carlina corymbosa, etc) a una temperatura de 30°C. Por otra parte, GUPTA y ESKIN (1977), trabajaron con enzimas extraídas de la Benincasa cerifera (una especie de calabaza) y mencionan que la temperatura  de coagulación debe ser de aproximadamente 35°C. 

Determinación del pH óptimo del cuajo extraído:

La FIGURA 8 muestra que el pH óptimo encontrado para este extracto enzimático corresponde a 5,5, equivalente a una fuerza de cuajo de 1:2.010 g/mL (ANEXO 13). Este pH es similar al obtenido al final del proceso de extracción, por lo tanto no es necesario modificarlo para los restantes procedimientos.

FIGURA 8.  pH óptimo del extracto enzimático de origen vegetal.
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Además,  este pH es similar al encontrado por VIEIRA DE SA y BARBOSA (1972), quienes trabajaron con Cynara cardunculus, a tres diferentes pH (6,6, 6,4 y 5,8), encontrando el óptimo a un pH igual a 5,8.

Posteriormente, CORDEIRO et al. (1992) y HEIMGARTNER et al. (1990), trabajando con otras enzimas vegetales señalaron que el pH de trabajo corresponde a 5,1.

En conclusión, según lo determinado, se utilizará la metodología de extracción propuesta por GUPTA y ESKIN (1977) con la preparación 3, a una temperatura de 30°C y un pH de 5,5.

4.2.  Resultados finales del extracto vegetal.

Una vez obtenidos las condiciones de trabajo se procedió a analizar la planta como el extracto enzimático de origen vegetal, para los tres muestreos realizados. En el ANEXO 14, se presentan los resultados para cada análisis con sus respectivas repeticiones.

4.2.1. Contenido de humedad y proteína de la planta U. europaeus. El CUADRO 7, señala los resultados de la determinación de humedad para los muestreos realizados (A, B y C) de la planta U. europaeus.

CUADRO 7.  Contenido de humedad y proteína de la planta U europaeus.

	Muestreos
	Muestras
	Humedad (%)
	Proteína (%)

(B.Húmeda)
	Proteína (%) (B.Seca)

	A
	1
	59,14
	8,70
	21,29

	
	2
	57,42
	8,67
	20,36

	
	3
	58,25
	8,71
	20,86
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	58,27 ± 0,860 a
	8,69 ± 0,021 a
	20,8 ± 0,47 a

	B
	1
	56,56
	8,65
	19,91

	
	2
	55,98
	8,70
	19,76

	
	3
	57,51
	8,64
	20,33
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	56,48 ± 0,772 b
	8,66 ± 0,032 a
	20,0 ± 0,30 a

	C
	1
	52,23
	8,68
	18,17

	
	2
	53,54
	8,67
	18,66

	
	3
	53,21
	8,66
	18,51
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	52,99 ± 0,681 c
	8,67 ± 0,010 a
	18,4 ± 0,25 a


Las letras indican diferencia significativa al Test de Tukey (95,0%).

Se observa que el mayor porcentaje promedio de humedad se obtuvo el 28 de Mayo del 2002 (muestreo A), con un promedio de 58,27% ± 0,860 y el menor porcentaje se encontró el 3 de septiembre del 2002 (muestreo C), con un promedio de 52,99% ± 0,681.

Los análisis estadísticos, a un 95% de nivel de confianza, indican que existe diferencia significativa (p<0,05) entre muestreos y muestras. El Test de Tukey, señala que los muestreos difieren significativamente entre si, mientras que en las muestras sólo difieren la 2 y la 3. Para el caso de las repeticiones no existen diferencias significativas (ANEXO 15).

Las diferencias entre estos porcentajes de humedad se deben principalmente a las condiciones climáticas encontradas durante las horas de las recolecciones (10:00 hrs aprox.), ya que, según información proporcionada por la Estación de Meteorología del Instituto de Geociencia de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Austral de Chile (ANEXO 16), se conoce que para la primera fecha de recolección (28 de mayo 2002), a pesar que no hubo precipitaciones en el período correspondiente a la recolección (8:00 a 14:00 hrs), la noche anterior a la fecha de muestreo se registraron 14,4 mm de precipitaciones, lo cual, influyó notoriamente en el contenido de agua de la planta. Con relación al muestreo C (3 de septiembre del 2002), los resultados también concuerdan con lo señalado por la Estación Meteorológica, que señala que en ésta fecha se obtuvo la menor cantidad de agua caída (0,2 mm) de los 3 muestreos.

Por otra parte, uno de los usos más comunes que se le ha dado al U. europaeus es el de planta forrajera, y tomando en cuenta este aspecto, DE ARAUJO et al. (2002), mencionan que el porcentaje de proteína en algunas plantas forrajeras, tales como Auxemma oncocalyx, Bauhinia cheilantha, Caesalpinia bracteosa, Caesalpinia ferrea, Mimosa caesalpinifolia, Mimosa hostilis y Zyziphus joazeiro, es entre 15 y 21% en base húmeda aproximadamente, dependiendo de la etapa de vida en que se encuentre la planta, ya que éstas presentan diferencias estacionales en sus valores nutritivos, debido a que están asociados con las variaciones en sus ciclos fenológicos. 

Dependiendo de la fase o estado en que se encuentre la planta dentro de su ciclo fenológico (vegetativa, floración, ructificación y dormancia) varía el porcentaje de proteína entre 9 a 19%, alcanzándose en la fase vegetativa el mayor valor, para luego ir disminuyendo paulatinamente hasta la fase de dormancia, lo cual indica que el estado fenológico es responsable de la disminución en el contenido de proteína bruta (DE ARAUJO et al., 2002 y HIDALGO et al., 1998).

En el CUADRO 7, se señalan además los resultados para el contenido de proteína total en base seca presentes en la planta U. europaeus para los tres muestreos. De acuerdo a un análisis estadístico se demuestra que no presentan diferencias significativas entre muestreos, muestras y repeticiones (p>0,05), a un 95% de nivel de confianza (ANEXO 17). 

El promedio más alto de proteína total se encuentra en el muestreo A con un porcentaje promedio de 8,69 % ± 0,021 (20,8% ± 0,47 en base seca), claramente más bajo en comparación a lo entregado por GONZALEZ (1994), que indica que el contenido de proteína para la planta U. europaeus es del 9,2%, lo cual puede deberse a que se utilizó para este análisis las espinas y los tallos más finos, dado a que sólo estas partes de la planta fueron empleadas en la extracción enzimática, lo cual probablemente incidió en el contenido de proteína final de la planta.

Además, como se mencionó anteriormente, al ser considerado en algunos lugares el U. europaeus una planta forrajera, es preciso considerar lo mencionado por WOLF (1988), PROCISUR/ICA/BID (1988) y CORFO/COLUN (s/f), que señalan que el contenido de proteína bruta en plantas forrajeras de la provincia de Valdivia, entre las cuales se encuentra el U. europaeus, está en general entre 6 a 12%. 

4.2.2.  Contenido de proteína en el extracto enzimático de origen vegetal.  El contenido de proteínas de una preparación enzimática está directamente relacionado con la probabilidad de encontrar una mayor cantidad de enzimas que coagulen la leche, ya su vez el encontrar una mayor cantidad de enzimas implica que aumentará el poder coagulante en forma directamente proporcional, lo que llevará a una disminución en el tiempo de coagulación de la leche (ALAIS, 1985).

CUADRO 8.  Contenido de proteínas en el extracto enzimático de origen vegetal. 

	Muestreos
	Muestras
	Proteína (mg/mL)
	Proteína extracto (mg/g)
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 (mg/mL)

	A
	1
	1,434
	23,91
	21,86 ± 1,966 b

	
	2
	1,199
	19,98
	

	
	3
	1,302
	21,70
	

	B
	1
	1,263
	21,05
	21,07 ± 0,613 a

	
	2
	1,302
	21,70
	

	
	3
	1,228
	20,47
	

	C
	1
	1,429
	23,82
	23,61 ± 0,998 c

	
	2
	1,351
	22,52
	

	
	3
	1,469
	24,48
	


Las letras indican diferencia significativa al Test de Tukey (95,0%).

El CUADRO 8 muestra el contenido de proteínas presentes en el extracto enzimático vegetal correspondiente a los muestreos realizados, en el cual se señala que el mayor contenido de proteínas está presente en el muestreo realizado en mayo (C), con 23,61 mg de proteína por gramo de extracto vegetal, seguido de los muestreos realizados en los meses de septiembre y julio (A y B). 

Estas diferencias se deben probablemente a las características del extracto enzimático obtenido, ya que en este caso no se logró obtener una “solución homogénea”, lográndose sólo una “suspensión” del extracto, por el hecho que no se pudo conseguir una disolución total del extracto en el buffer acetato utilizado, por lo tanto, esto lleva a una variabilidad en el contenido de proteínas, ya que existe la posibilidad de no tener igual cantidad de proteína al momento de realizar el análisis de cada muestra.

La FIGURA 9, representa los valores promedios del contenido de proteínas presentes en el extracto enzimático para cada muestreo, en relación al cuajo HaLa (estándar). 

Se puede apreciar que el contenido de proteínas promedio de las extracciones enzimáticas para el caso de los tres muestreos es de 22,18 mg de proteína por gramo de extracto vegetal, y al hacer una comparación con el estándar HALA (ANEXO 19), que obtuvo un valor de 34,74 mg/g de cuajo, se ve que el contenido de proteína de éste último es mayor, lo cual demuestra que en relación a la cantidad de proteínas de los coagulantes utilizados, el cuajo estándar posee un mayor contenido.

FIGURA 9.  Comparación del contenido de proteínas entre el extracto enzimático de origen vegetal y el cuajo estándar.
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4.2.3.  Fuerza de cuajo del extracto enzimático de origen vegetal. Uno de los factores más determinantes en la elaboración del queso, en cuanto a calidad y rendimiento, es el tiempo de coagulación de la leche medido a través de la fuerza del cuajo y expresado como la aptitud de coagulación de la leche (MACHEBOEF et al., 1993). 

Los resultados, señalados en el CUADRO 9, para la fuerza de cuajo del extracto enzimático en los tres muestreos, indican que el mayor poder coagulante fue obtenido en el muestreo C (1:2008,0 g/mL), seguido de los muestreos A y B (1:1913 y 1:1873 g/mL).

De acuerdo a los análisis estadísticos, realizados a un 95% de nivel de confianza, existen diferencias significativas (p<0,05) en la fuerza de cuajo del extracto enzimátco vegetal, para muestreos y muestras, además el Test de Tukey indicó que, en ambos casos, difieren entre si significativamente. Para el caso de las repeticiones no existen diferencias significativas (ANEXO 20). 

CUADRO 9.  Fuerza de cuajo del extracto enzimático de origen vegetal.

	Muestreos
	Muestras
	Fuerza (g/mL)
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 (g/mL)

	A
	1
	1:2017,7
	1:1912,9 ± 162,2 b

	
	2
	1:1726,0
	

	
	3
	1:1995,0
	

	B
	1
	1:1843,3
	1:1873,3 ± 163,9 a

	
	2
	1:1727,9
	

	
	3
	1:2051,3
	

	C
	1
	1:2012,6
	1:2007,7 ± 23,0 c

	
	2
	1:1982,7
	

	
	3
	1:2028,0
	


Las letras indican diferencia significativa al Test de Tukey (95,0%).

Si se toman en cuenta los valores promedios de fuerza de cuajo del extracto enzimático para los tres muestreos (1:1.913, 1:1.873 y 1:2.008 g/mL) y se comparan con los resultados obtenidos en la determinación del contenido de proteínas del mismo extracto (21,86, 21,07 y 23,61mg/g), se puede apreciar la relación que existe entre estos dos ensayos, ya que se puede observar que a mayor contenido de proteínas existe un mayor poder coagulante del extracto.

Finalmente, realizando un promedio entre los tres muestreos (A, B y C), se obtiene que 1 g de extracto enzimático de origen vegetal es capaz de coagular 1,9 litros de leche a una temperatura de 30°C en 40 minutos, lo cual está lejos de los resultados obtenidos para el cuajo estándar HaLa que tiene una fuerza de cuajo de 1:31,7 g/L, siendo este último 16 veces mayor que lo obtenido para el extracto enzimático de origen vegetal. Sin embargo, esto está directamente relacionado con el contenido de proteínas en las muestras originales utilizadas como coagulantes (cuajo estándar o extracto vegetal) (FIGURA 9), ya que en el extracto enzimático vegetal, si bien se obtuvo una menor fuerza de cuajo, tiene un menor contenido de proteínas, lo cual influye directamente en la posibilidad de encontrar enzimas coagulantes y por ende en un aumento del poder coagulante.

4.2.4.  Tiempo de coagulación del extracto enzimático de origen vegetal. El CUADRO 10 muestra los resultados para el método de tiempo de coagulación propuesto por Berridge y citado en IDF/FIL 110 A Appendix A (1987), en el cual se observa que el mejor resultado se presenta en el muestreo C (728 s). 

CUADRO 10.  Tiempo de coagulación del extracto enzimático de origen vegetal.

	Muestreos
	Muestras
	Tiempo (s)
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 (s)

	A
	1
	728
	729,3 ± 1,5 a

	
	2
	731
	

	
	3
	729
	

	B
	1
	731
	731,0 ± 2,0 a

	
	2
	729
	

	
	3
	733
	

	C
	1
	726
	727,7 ± 1,5 a

	
	2
	728
	

	
	3
	729
	


Las letras indican diferencia significativa al Test de Tukey (95,0%).

Además, al igual que para el caso del poder coagulante, se puede apreciar la relación entre el contenido de proteínas y el tiempo de coagulación, con respecto a los promedios de los 3 muestreos, ya que a mayor contenido de proteínas presentes, menor es el tiempo de coagulación del extracto enzimático vegetal.

El ANEXO 21, muestra los análisis estadísticos del tiempo de coagulación del extracto enzimático de origen vegetal, los cuales entregan como resultado que no existen diferencias significativas (p>0,05) entre muestreos, muestras y repeticiones.

La FIGURA 10 representa una comparación entre el cuajo estándar y los promedios de los tiempos de coagulación correspondientes a los extractos enzimáticos de origen vegetal para los tres muestreos. 

FIGURA 10.  Comparación del tiempo de coagulación entre el extracto enzimático de origen vegetal y el cuajo estándar.
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Se puede observar que las diferencias para fuerza de cuajo entre el cuajo estándar y el de origen vegetal, son más notorias que en el caso del tiempo de coagulación, ya que los resultados indican que en el cuajo estándar tiene que transcurrir 463 s para que la leche coagule y se desarrollen los primeros flóculos, y para el caso del extracto enzimático tienen que pasar 728 s. 

Sin embargo, cabe señalar que los métodos, fuerza de cuajo y tiempo de coagulación, no son comparables, porque en primer lugar, el método de determinación de tiempo de coagulación, según AMIOT (1991) y Berridge citado por ALAIS (1985), tiene como principio básico la “Reacción primaria” del fenómeno de la coagulación, mientras por su parte, la determinación de la fuerza de cuajo o poder coagulante está basado en la “Fase secundaria” de la coagulación. Lo que quiere decir que la determinación del tiempo de coagulación muestra la primera parte de la coagulación (floculación), mientras que la determinación de la fuerza de cuajo implica ya la formación del gel.  

Por otra parte, los sustratos de estas dos determinaciones son diferentes, mientras que el sustrato Berridge utiliza leche en polvo de bajo tratamiento térmico (IDF/FIL, 1987a), en la otra metodología se utiliza leche cruda  (ALAIS, 1985).

4.2.5.  Sinéresis del gel obtenido. Junto con las propiedades anteriormente descritas, la sinéresis del gel es otro parámetro a evaluar en la aptitud de un cuajo para la elaboración de quesos por la importancia que tiene en la firmeza de la cuajada (ALAIS, 1985).

La sinéresis de la cuajada o expulsión de suero como tal, es un fenómeno que ocurre tras la coagulación de la leche, dada la agregación de las micelas de caseína debido a la contracción de la red regular formada por las proteínas coaguladas que contienen los glóbulos grasos (WALSTRA et al., 1999).

Los resultados de la medición del volumen de suero que se desprende de la cuajada se encuentran tabulados en el CUADRO 11, en el cual se observa que en el muestreo C se produce la mayor expulsión de suero (6,1 mL), seguido de los muestreos A y B

El análisis estadístico realizado demuestra que existen diferencias significativas (p<0,05) entre los muestreos A, B y C, a un nivel de confianza del 95%, y el Test de Tukey señala que difieren significativamente entre si. En tanto, para el caso de muestras y repeticiones no existen diferencias significativas (ANEXO 22).

CUADRO 11.  Sinéresis del gel obtenido.

	Muestreos
	Muestras
	Sinéresis (mL)
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 (mL)

	A
	1
	5,4
	5,40 ± 0,10 b

	
	2
	5,3
	

	
	3
	5,5
	

	B
	1
	4,9
	4,90 ± 0,10 a

	
	2
	5,0
	

	
	3
	4,8
	

	C
	1
	6,1
	6,10 ± 0,10 c

	
	2
	6,2
	

	
	3
	6,0
	


Las letras indican diferencia significativa al Test de Tukey (95,0%).

La FIGURA 11 señala el volumen promedio de suero expulsado en cuajadas elaboradas con extracto enzimático vegetal y con cuajo estándar.

Al realizar un promedio entre los muestreos, se puede apreciar que los valores obtenidos por el cuajo estándar (13 mL) son mayores a los entregados en las mediciones de las cuajadas elaboradas por los extractos enzimáticos (5,5 mL) , lo que implica que en la cuajada desarrollada con el cuajo estándar, por el hecho de perder más suero, quedó más firme que la elaborada con el cuajo sustituto, obteniéndose así en esta última una cuajada un poco más blanda por una sinéresis defectuosa por desuerado incompleto, incidiendo, en un caso hipotético, en las propiedades reológicas del producto final, otorgándole así un mayor grado de humedad al queso (WALSTRA et al., 1999)

FIGURA 11.  Comparación de la sinéresis del gel entre el extracto enzimático de origen vegetal y el cuajo estándar.

[image: image22.jpg]Estandar

TNO®OTNO

(w) 196 |9p sisaisuls

Muestreos





4.2.6.  Fuerza del gel obtenido. Tanto la velocidad de formación de la cuajada como su firmeza son considerados como parámetros determinantes en la producción y calidad final del queso (STORRY y FORD, 1982).  

El CUADRO 12, muestra los resultados correspondientes a las mediciones de firmeza de las cuajadas preparadas con el extracto enzimático vegetal para los 3 muestreos, en donde el mayor valor se encontró en el muestreo C (4,9 gf), seguidos de los muestreos A y C. 

Según el análisis estadístico, a un 95% de nivel de confianza, se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los muestreos, muestras y repeticiones. Para el caso de los muestreos y repeticiones, el Test de Tukey indica que difieren significativamente cada uno entre si, y en el caso de las muestras difieren significativamente sólo la muestra 1 con la 2 y la muestra 2 con la 3 (ANEXO 23). 

CUADRO 12.  Fuerza del gel obtenido.

	Muestreos
	Muestras
	Fuerza del gel (gf)
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 (gf)

	A
	1
	4,8
	4,67 ± 0,15 b

	
	2
	4,5
	

	
	3
	4,7
	

	B
	1
	4,4
	4,43 ± 0,35 a

	
	2
	4,1
	

	
	3
	4,8
	

	C
	1
	5,0
	4,90 ± 0,17 c

	
	2
	5,0
	

	
	3
	4,7
	


Las letras indican diferencia significativa al Test de Tukey (95,0%).

En la FIGURA 12 se pueden apreciar las diferencias existentes respecto a la firmeza de la cuajada preparada con cuajo estándar (8,5 gf) y la preparada con extracto enzimático de origen vegetal, tomando en cuenta para cada caso los promedios para los diferentes muestreos.

Al comparar los resultados de la firmeza de una cuajada elaborada con el extracto enzimático vegetal con los obtenidos por el cuajo estándar, se demuestra que existe una menor fuerza del gel en la cuajada preparada con el extracto vegetal (4,7 gf aprox.), lo cual indica que ésta última es menos firme en comparación a la elaborada con cuajo estándar, ya que a mayor valor de fuerza del gel, la cuajada es más firme porque el equipo de medición requiere una mayor presión. 

FIGURA 12.  Comparación de  la fuerza del gel entre el extracto enzimático de origen vegetal y el cuajo estándar.
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Por otra parte, si se comparan los resultados de la fuerza del gel con los obtenidos para la sinéresis, se puede ver que existe una relación entre las dos mediciones, ya que el aumento o disminución de la sinéresis están asociados al aumento o disminución de la firmeza de la cuajada en una relación directamente proporcional (WALSTRA et al., 1999). Esto se observa, por ejemplo, en el muestreo C, donde tanto para el caso de la sinéresis como para el caso de la fuerza del gel se encontraron los máximos valores para cada ensayo, alcanzando los 6,1 mL y 4,9 gf, respectivamente.

4.2.7.  Electroforesis PAA-SDS. Como se mencionó con anterioridad dentro de los cuajos utilizados en las elaboración de quesos a nivel mundial están los coagulantes de origen genético, además de los de origen animal, y éstos están compuestos principalmente de dos enzimas denominadas quimosina y pepsina, las cuales presentan pesos moleculares correspondientes a 35.600 y 35.000 Da, respectivamente (ALAIS, 1985 y HARRIS et al., 1982). 

Con el objetivo de identificar las diferentes proteínas presentes en el extracto enzimático de origen vegetal, se realizó una electroforesis en conjunto con estándares de peso molecular a fin de determinar los valores de peso molecular de dichas proteínas.

Esta electroforesis discontinua permite concentrar las muestras en bandas muy delgadas y ordenarlas de acuerdo a su movilidad antes de su separación del gel, debido a la creación de un gradiente de voltaje en la zona de discontinuidad de pH y buffer (gel espaciador) (LAEMMLI, 1970). 

Para eliminar las interacciones entre moléculas, en el estudio de subunidades de proteína se usan en el buffer y en el gel, agentes disociantes como el SDS (detergente aniónico dodecil sulfato de sodio), que permite disociar prácticamente todas las proteínas o mezclas de ellas. Las proteínas al ser tratadas con SDS forman complejos proteína-SDS que se comportan como polianiones de modo que su separación se hace independiente de la carga y sólo depende del tamaño (LAEMMLI, 1970).

En la FIGURA 13 se presentan los resultados de dicha electroforesis, donde se pueden apreciar claramente las bandas correspondientes a las proteínas principales del extracto enzimático de origen vegetal.

Posteriormente, se midió la migración de proteínas a fin de determinar la Movilidad Relativa (Rf). Este parámetro corresponde a una relación entre la distancia de migración de la proteína y la distancia de migración del frente iónico. 

FIGURA 13.  Electroforesis PAA-SDS al extracto enzimático vegetal.
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1 y 5: Estándares de peso molecular (de mayor a menor: Myosin, Phosphorylase, BSA, Glutamic deshydrogenase, Alcohol deshydrogenase, Carbonic anhydrase, Myoglobin red, Lysozyme, Aprotini y Insulin, B chain).

2, 3 y 4: Extractos enzimáticos de los muestreos A, B y C.
El cálculo del Rf tiene como propósito el obtener una relación entre éste y los distintos pesos moleculares del estándar, es así como a cada una de las proteínas presentes en el estándar de peso molecular les corresponde un determinado Rf, lo cual se observa en la FIGURA 14, donde, y una vez obtenidos los Rf equivalentes a las proteínas presentes en el extracto enzimático de origen vegetal, se puede determinar por interpolación los pesos moleculares para cada una de ellas, las que son indicadas por las tres cruces.

De los resultados finales de la electroforesis y del gráfico de movilidad relativa (Rf) versus pesos moleculares, se obtiene que los pesos moleculares de las principales proteínas presentes en la preparación enzimática de origen vegetal corresponden a 60, 42 y 17 KDa (ANEXO 24). 

FIGURA 14.  Movilidad relativa (Rf) v/s peso molecular.
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4.2.8.  Cromatografía en columna. Para lograr la separación entre las diferentes enzimas presentes el extracto enzimático de origen vegetal se utilizó la cromatografía en columna en DEAE celulosa. 

En la FIGURA 15 se muestra una comparación entre el perfil de elución obtenido tanto para el extracto enzimático vegetal como para el cuajo estándar, donde se puede observar una clara diferencia entre el perfil del cuajo animal y el extracto vegetal, ya que, este último tiene su pico máximo durante la primera elución, con el buffer NaCl 0,20 M, a los 40 mL de recolección (tubo N°5) y en el caso del cuajo estándar lo alcanza a los 10 mL, lo que quiere decir que durante este tramo de recolección de las fracciones se produjo la elución de la quimosina para posteriormente ir decayendo paulatinamente. Luego, durante la elución con el segundo buffer (NaCl 0,50 M), en el extracto vegetal se puede observar el pico más notorio a los 130 mL de recolección (tubo N°15), mientras que en el caso del cuajo estándar se aprecia claramente un pico a los 60 mL eluidos. Este pico correspondería a la elución de la pepsina.

FIGURA 15.  Perfil de elución del extracto enzimático de origen vegetal y el cuajo estándar.
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Por otra parte, para lograr comprobar que la separación se realizó de manera correcta se realizaron pruebas de fuerza de cuajo a los principales pick de absorbancia en el extracto vegetal, los cuales corresponden a los tubos 5, 15 y 17, y al cuajo estándar, tubos 2 y 18 (ANEXO 25), obteniéndose los resultados entregados en el CUADRO 13.

Los resultados comprueban que la proteína con mayor poder coagulante (1:2.356 g/mL) fue eluida en la primera fracción y las dos proteínas de menor poder fueron eluidas en la siguiente fracción.

Por otra parte, se puede apreciar que las diferencias en el poder coagulante del extracto enzimático vegetal antes de realizada la separación cromatográfica y luego de realizada son semejantes, lo cual puede ser atribuido a que no se logró una adecuada separación de las enzimas coagulantes. 

CUADRO 13.  Actividad coagulante de los principales picos de absorbancia.

	Tipo de Coagulante
	mL elución (Tubo N°)
	Fuerza (g/mL)

	Extracto vegetal
	40  (5)
	1:2.356,4

	
	130  (15)
	1:524,7

	Cuajo Estándar
	10  (2)
	1: 34.482

	
	160  (18)
	1: 8.547


Finalmente, luego de realizada la cromatografía, el cuajo estándar aumenta levemente su poder coagulante de 31.665 a 34.482 g/mL (CUADRO 14), en la segunda elución recolectada con el primer buffer (primera fracción). 

4.2.9.  Análisis toxicológicos. Los principales problemas, desde el punto de vista toxicológico, para la elaboración y utilización de un extracto enzimático de origen vegetal para la producción de quesos, es la posibilidad de encontrar alcaloides, pesticidas y aflatoxinas en la planta. En el caso del U. europaeus. Sin embargo, tomando en cuenta que en la elaboración de la preparación de la planta se dejaron fuera las semillas y flores, y sólo se utilizaron las espinas  y tallos más finos para evitar la presencia de alcaloides, se analizó la posible presencia de órganoclorados y aflatoxinas (BARRA, 1987 y CABRERA, 1981). 
Los resultados indican que en la preparación 3 de U. europaeus, la cual es utilizada posteriormente en la elaboración del extracto enzimático de origen vegetal, no se detectó la presencia de pesticidas organoclorados y aflatoxinas.

4.3.  Posibilidades de mejoramiento del extracto enzimático de origen vegetal

Dentro de las posibilidades de mejoramiento de estos extractos enzimáticos de origen vegetal, otras opciones son la posibilidad de concentración de la enzima, vía ultrafiltración (HERNANDEZ, 1995), y lograr aumentar la vida útil de la misma, ya que para efecto de este estudio el extracto tenía una muy corta durabilidad microbiològica. 

4.3.1.  Concentración del extracto enzimático de origen vegetal. Los resultados obtenidos, tras utilizar las diferentes metodologías descritas anteriormente, para determinar poder coagulante, tiempo de coagulación, sinéresis y firmeza de la cuajada han demostrado una menor eficacia en el extracto enzimáticos vegetal en relación al estándar, lo cual requiere buscar nuevas posibilidades de optimización del mismo.

Dentro de las posibilidades de optimización de éstas preparaciones existen dos metodologías que podrían resultar atractivas para realizar una concentración enzimática, por el hecho de que ya han sido probadas con anterioridad en otros estudios. Estas metodologías son, por una parte, la utilización de una técnica denominada Ultrafiltración y por otra, la realización de una concentración mediante Cromatografía en Columna (HERNANDEZ, 1995 y IDF/FIL, 1987b)

Esta última, si bien ya fue probada en este estudio, y con el propósito de optimizar resultados, se podrían realizar pruebas al extracto vegetal una vez que las proteínas ya han sido purificadas por el método cromatográfico y no antes, como en este caso, que sólo se buscaba lograr una separación de ellas.

Por otra parte, ya se realiza el proceso de concentración y ultrafiltración con el objeto de mejorar soluciones enzimáticas coagulantes, ya sea provenientes de estómagos de terneros, abomasos de cabrito o pepsina de pollos, en donde se han obtenido grandes avances y con muy buenos resultados (HERNANDEZ, 1995, BRIEVA, 1993, KOPELMAN y COGAN, 1978 y CLARKE, 1972).

La Ultrafiltración es un proceso de tamizado físico que opera a bajas presiones, hasta 5 kg/cm2, y se basa en la capacidad de retener partículas, coloides y macromoléculas en solución, a través del uso de una membrana sintética sometida a presión (SHORT y WEBSTER, 1982).

Este proceso tiene como principio la permeabilidad selectiva de uno o más componentes de una mezcla líquida de diferentes composiciones, a través de una membrana que actúa como barrera, con el objetivo de concentrar una solución enzimática sin alterarla, y así aumentar la actividad coagulante de la preparación, que en este caso, correspondería al extracto enzimático de origen vegetal (HERNANDEZ, 1995 y JELEN, 1991). 

4.3.2.  Estudios con otras partes y etapas de vida de la planta. Con el propósito de optimizar el extracto enzimático vegetal se podrían realizar análisis con otras partes de la planta, como por ejemplo realizar ensayos tomando la flor o en otro caso tomando las semillas, en conjunto con el resto de la planta o por separado, siempre que se pueda tener la seguridad que esta parte de la planta no contenga sustancias tóxicas.

Además, se podrían comparar resultados de actividad coagulante en otras estaciones del año, como en primavera-verano por ejemplo, que es la época donde la planta está florecida, además de comparar resultados entre las distintas regiones del país.

Finalmente, y tomando en cuenta que las plantas forrajeras, como se mencionó anteriormente, presentan diferencias estacionales en sus valores nutritivos que están asociados con variaciones en sus ciclos fenológicos, se podrían realizar ensayos en las diferentes fases del ciclo fenológico de la planta, especialmente al principio de estas fases, ya que mientras más cercana a la etapa vegetativa se esté, debería poseer un mayor contenido de proteína y de esta manera aumentar la probabilidad de encontrar enzimas que coagulen la leche dentro de ella (DE ARAUJO et al, 2002).

4.3.3.  Vida útil del extracto. Un problema encontrado en el extracto enzimático vegetal fue la poca vida útil en cuanto a su calidad microbiológica por la pronta aparición, después de una semana, de hongos en la superficie de los extractos; es por esto que además de los análisis ya mencionados se deberían realizar en los extractos ensayos microbiológicos tales como recuento total, hongos y coliformes.

Una manera de solucionar el problema de la vida útil es trabajar en forma estéril durante la obtención de la preparación del extracto, y una vez obtenido filtrarlo al vacío, con filtros millipore 0,45 µ, para de esta forma asegurar su esterilidad.

4.4.  Ventajas de la utilización del extracto enzimático de origen vegetal desarrollado

Debido a que la planta U. europaeus ha pasado a ser una maleza, como consecuencia de la llegada a Sudamérica, ésta se ha desarrollado hasta llegar a ser una especie muy abundante en la zona centro-sur de nuestro país (MONTENEGRO, 2000 y MATTHEI, 1995), es por esto, que la gran cantidad de materia prima existente se ha convertido en una gran ventaja para la elaboración de estas extracciones vegetales.

Por su parte, además de la gran abundancia de materia prima existente en el país, y considerando que los terrenos que esta maleza logra invadir quedan totalmente inutilizables por su gran poder invasor (MONTENEGRO, 2000) y que esta especie actualmente no tiene ningún uso específico, presenta un bajo costo al obtenerla. 

Por último, y muy importante, una ventaja específica que posee la utilización de este tipo de extractos de origen vegetal es la posibilidad de generar un producto con características específicas en cuanto a su sabor y proceso de elaboración, ya que en este caso, aunque no es algo tradicional en Chile se podría difundir un producto característico de la zona Sur, que asegure que dentro de la elaboración de sus quesos se utiliza la acción de un cuajo de origen vegetal, el cual a su vez también es obtenido en la misma región.

4.5.  Gasto de cuajo en la elaboración de quesos

Es conocido que la producción y consumo de queso en el país aumenta anualmente, lo que se comprueba al analizar los datos las estadísticas de producción que muestra el CUADRO 14, en el cual se obtiene que en los últimos 10 años la producción nacional de queso ha aumentado en un 67,52%, llegando  a alcanzar en el año 2002 una producción de 53.075 Ton, lo que demuestra el sostenido aumento de la producción de quesos en el país.

Existen grandes empresas que se dedican a la elaboración de quesos en el país, un ejemplo de ellas es Colún, la Industria más importante en la elaboración de este producto, la cual produjo una cantidad, sólo en el año 2002, de 17.518.396 Kg, con lo cual abarca el 33% de la producción nacional. En segundo lugar se ubica Soprole que logró producir en igual año una cantidad de 10.625.741 kg, con una participación del 20% (CUADRO 15).

CUADRO 14.  Producción nacional de quesos y quesillos. 

	Años
	Elaboración de quesos (Ton)
	Elaboración de quesillos (Ton)
	Participación de quesos y quesillos (%)

	1993
	35.835
	6.627
	34,9

	1994
	38.569
	6.941
	34,0

	1995
	40.816
	5.873
	32,2

	1996
	42.177
	6.292
	32,2

	1997
	43.712
	7.106
	31,6

	1998
	46.528
	7.631
	32,9

	1999
	44.777
	7.034
	32,9

	2000
	44.718
	7.167
	33,4

	2001
	50.417
	7.150
	33,0

	2002
	53.075
	7.480
	35,4


FUENTE: ODEPA

Tomando en cuenta como ejemplo una empresa lechera de la Décima Región, y según una proyección de precios, si se conoce que un litro de cuajo tiene un valor de US$ 10,91
, y además, si se utilizan como promedio 595 litros de este insumo mensualmente según la producción, entonces, se puede deducir que requerirán de 7.140 litros de cuajo anualmente, es decir, solamente en un año  la industria deberá desembolsar una cantidad de US$ 77.897, osea, $50.345.090 por efecto de este cuajo, valorizado al 21/10/2003. 

CUADRO 15.  Elaboración de quesos por empresas lecheras, año 2002.

	Plantas
	Elaboración de quesos (Ton)
	Participación (%)

	Colún
	17.518.396
	33,0

	Soprole
	10.625.741
	20,0

	Curnelén - Mulpulmo
	6.233.278
	11,7

	Loncoleche
	4.986.963
	9,4

	Chililac
	3.661.568
	6,9

	Cafra
	2.421.850
	4,6

	Quillayes
	1.918.621
	3,6

	Agrícola Cuinco
	1.790.714
	3,4

	Parmalat
	1.645.263
	3,1

	Vitalac
	926.151
	1,7

	Calán
	669.405
	1,3

	Lacval
	564.869
	1,1

	Campo lindo
	111.932
	0,2

	Total
	53.074.751
	100


FUENTE: ODEPA

5.  CONCLUSIONES

· Se logró extraer enzimas proteásicas a partir de la planta Ulex europaeus.
· Los mejores resultados para conseguir un extracto enzimático de origen vegetal, se obtuvieron con la preparación molida en forma manual, utilizando la extracción sugerida por GUPTA y ESKIN (1977). La temperatura y pH óptimo determinado para éste extracto corresponden a 30°C y 5,5, respectivamente. 

· Los cambios climáticos presentes en las fechas de recolección de las muestras incidieron directamente en el contenido de humedad de la planta, ya que las fechas de muestreos con promedios más elevados de humedad, corresponden a su vez a períodos de lluvias en la zona de recolección.

· Con respecto al porcentaje de proteína en la planta Ulex europaeus, éste fue levemente inferior a lo señalado por diversos autores, tanto para la misma planta como para otras especies forrajeras (tales como Auxemma oncocalyx, Bauhinia, Caesalpinia bracteosa,  Mimosa caesalpinifolia, Mimosa hostiles, Zyziphus joazeiro).

· El contenido de proteínas en el extracto enzimático de origen vegetal está directamente relacionado con la fuerza de cuajo, tiempo de coagulación, sinéresis y fuerza del gel obtenido, ya que a medida que aumenta la cantidad de proteínas, mejoran estas propiedades de coagulación. Además, si bien se obtuvieron resultados positivos en relación a éstas pruebas, no se logró igualar al cuajo estándar utilizado como referencia.

· La electroforesis aplicada indicó que en el extracto enzimático de origen vegetal están presentes 3 proteínas principales cuyos pesos moleculares corresponden a 60, 42 y 17 KDa. Por otra parte, a través de cromatografía se visualizó una buena posibilidad de concentrar la enzima y mejorar los resultados, lo que habría que probar en estudios futuros.

· Los análisis toxicológicos indicaron que no hay presencia de pesticidas organoclorados ni aflatoxinas en la planta utilizada en la elaboración del extracto enzimático obtenido de la planta Ulex europaeus.
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ANEXOS

Anexo 1.  Esquema de ubicación de la zona de muestreo, sector Niebla, Valdivia.
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Anexo 2.  Determinación del contenido de humedad según el método de la AOAC 934.01 (2000).
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Anexo 3.  Determinación de proteínas en la planta, según AOAC 978.04 (modificado).

1.  Procedimiento

· Se agregan las tabletas Kjeldahl al tubo de digestión limpio y seco, además de 1 g de muestra lo más cercano a 0,001 g.

· Luego agregar 10 mL de H2SO4 concentrado y 3 gotas del ageste antiespumante, mezclando en forma suave.

· Se deja reposar 5 min.

· Se agregan 5 mL de H2O2 por las paredes del tubo.

· Se mezcla suavemente y se deja reposar 10 a 15 min.

2.  Determinación

2.1.  Digestión 

· Se coloca el tubo de digestión en el digestor de bloque. Colocando además la tapa provista del sistema de extracción.

· Digerir la muestra por 40 min. y luego enfriar el tubo.

· Sacar la tapa extractora y agregar a cada tubo 50 mL de agua destilada.

2.2.  Destilación

· Transferir el tubo a la unidad de destilación y colocar un matraz erlenmeyer con 50 mL de ácido bórico y 0,2 mL de solución indicadora bajo la salida del condensador, de tal manera que el tubo de descarga esté sumergido en la solución de ácido bórico.

· Ajustar el dispensador de la unidad de destilación para escurrir 35 mL de NaOH.

· Luego dejar destilar la muestra.

2.3.  Titulación

Se titula el destilado con una solución de ácido estándar en buretas frente aun comparador preparado con agua destilada, 50 mL de ácido bórico y 0,2 mL del indicador.

3.  Muestra en blanco

Al mismo tiempo que se digieren las muestras, se debe digiere una muestra en blanco que contiene 2 mL de agua destilada y aprox. 0,25 g de sacarosa.

4.  Resultados
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Anexo 4.  Determinación del contenido de proteínas, de acuerdo al método de LOWRY et al. (1951).

Materiales y equipos

· Solución A: Na2CO3 2% P/V disuelto en NaOH 0,1N.

· Solución B: CuSO4 x 5 H2O al 1% P/V y Tartrato de Na y K al 2% P/V. Mezclar en volúmenes iguales al momento de usar.

· Solución C: mezclar solución A y B en proporciones 50: 1.

· Solución E: reactivo Folin- Ciocalteau 1N.

· Espectrofotómetro

Jeringa Hamilton 100μL.

· Pipetas 0,5 y 1,0 mL.

Metodología:

· Se miden 0,6 mL del extracto enzimático

· Se agrega a cada tubo 3 mL de solución C y se deja a temperatura ambiente por 10 min.

· Se agrega 0,3 mL de la solución E.

· Se deja 30 min. a temperatura ambiente.

Se mide la absorbancia a 750 nm.

Blanco: 0,6 mL de agua.

Extractado de CASANOVA, M. 2001. Identificación de las variantes genéticas de K- caseína en leche de vaca Holstein - Fresian y Jersey por electroforesis de Isoenfoque. Tesis Ingeniería en Alimentos. Valdivia. Universidad Austral de Chile. Facultad de Ciencias Agrarias. 102 p.

Curva de calibración para la determinación de proteínas de acuerdo al método de LOWRY et al. (1951).

Preparación de la curva estándar.

· Solución patrón: Seroalbúmina de bovino (BSA) 2 mg/mL.

Agregar a tubos de ensayo solución BSA en cantidades de 10, 20, 30, 40, 50, y 60 μL (20, 40, 60, 80, 100 y 120 μg de proteína) y completar con agua destilada hasta completar 0,6 mL.

Se agrega a cada tubo 3 mL de solución C y se deja a temperatura ambiente por 10 min.

· Se agrega 0,3 mL de reactivo Folin-Ciocalteau 1N.

· Se deja 30 min. a temperatura ambiente.

· Se mide absorbancia a 750 nm.

· Se grafica μg de proteína v/s D.O. 750 nm.

Absorbancia a diferentes cantidades de solución BSA.

	μL solución BSA (2 mg/mL)
	μg de proteína
	D.O. 750 nm

	10
	20
	0,115

	20
	40
	0,183

	30
	60
	0,259

	40
	80
	0,325

	50
	100
	0,398

	60
	120
	0,447


Con los resultados se obtuvo una ecuación, mediante la cual se determinó el contenido de proteínas para las muestras de Ulex europaeus

Curva de calibración obtenida de acuerdo al método de LOWRY et al.    (1951).
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Anexo 5.  Determinación del poder coagulante o fuerza del cuajo (ALAIS, 1985).

1.  Material 

Un tarro de diámetro aproximado 10-10,5 cm. con un orificio de 1 mm. de diámetro, ubicado en el centro de la parte inferior del tarro.

2.  Método

· Se toman 500 mL de leche cruda y se le agrega 0,1 g de CaCl2 .

· Se calienta a 30 - 31°C .

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

· Se agregan 5 mL de la solución cuajo y se agita la leche

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

· Se toma el tiempo (en segundos) desde que se comienza a agregar la solución con el cuajo hasta que cae la última gota.

3.  Resultados
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Anexo 6.  Determinación del tiempo de coagulación de la enzima según el método propuesto por IDF/FIL 110 A Appendix A (1987).

Preparación del sustrato

Pesar 12 ± 0,02 g de leche en polvo descremada de bajo tratamiento térmico en un vaso precipitado de 250 mL. Pesar 100 ± 0,1 g de solución de Cloruro de calcio 0,01 M en un vaso precipitado de 150 mL. Vaciar alrededor de 10 mL del cloruro de calcio en un vaso que contiene la leche en polvo, agitar manualmente para obtener una mezcla homogénea y agregar el resto del cloruro de calcio. Agitar con agitador magnético por 30 min. No agitar vigorosamente para prevenir la formación de espuma. El pH de este sustrato es de alrededor de 6,35. No ajustar el pH.

Detener la agitación y dejar el sustrato a temperatura ambiente y en oscuridad por 30 min. El sustrato está ahora listo para ser usado, y puede mantenerse por 6 horas en un lugar oscuro a temperatura ambiente (16-22°C).

Coagulación del sustrato por la enzima

Agitar el sustrato por algunos segundos, entonces con una pipeta colocar 10 ± 0,01 mL del sustrato en tubos de ensayo.

Colocar los tubos en un baño maría termoregulado a 30 ± 0,05°C cuidando sumergir por completo la porción del tubo que contiene el sustrato.

Los tubos de ensayo permanecerán sumergidos en el baño por al menos 30 min y no más de 90 min.

Con una pipeta agregar 5 mL de la solución de enzima. Esta operación corresponde al punto de partida del test (tiempo cero). Mezclar la enzima y el sustrato manualmente de inmediato.

Anotar el tiempo de floculación del sustrato (formación de flóculos en la pared del tubo).

Anexo 7.  Determinación de la fuerza del gel, en equipo INSTRON 1011, de acuerdo al método STORRY y GRAEME (1981). Referencia: CORTEZ (2002).

Parte 1: Calibración del equipo

Calibración general del equipo

Nota: seleccionar el transductor de baja capacidad (5Kg) e instalar en el soporte, presione la tecla Transducer y seleccionar el transductor instalado

a)  Ajustar el soporte para acoplar el pasador. Este pasador es requerido para sostener el peso de calibración en transductores de baja capacidad y su peso debe ser incluido para el balance inicial.

b)  Presione la tecla Calibrate. Aparece la siguiente pantalla
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c)  Si el valor de la pantalla no es cero, ajustar

1.  Liberar los controles de balance Fine y Coarse, girando cada perilla hacia la izquierda.

2.  Ajustar los controles para obtener la lectura 0

3.  Fijar los controles de balance Fine y Coarse.

d)  Presionar la tecla Calibrate dos veces y verificar que las unidades de carga están en la zona de datos de la pantalla.

e)  Verificar que el rango de carga esté puesto en el valor de máxima capacidad del transductor instalado (5.000 g). Si este rango es incorrecto, presionar la tecla Load Range sucesivamente hasta que aparezca el valor buscado, luego presionar Enter para seleccionar dicho valor.

f)  La lectura de carga en la zona de datos debe indicar una lectura entre 0 y 5% de la máxima capacidad de la carga del transductor.

g)  Si la lectura es mayor, ajustar la posición del centro del LVDT (soporte)

1.  Inserte atornillador de paleta dentro del orificio superior del LVDT.

2.  Ajustar el centro del LVDT por rotación hasta que el valor sea obtenido.

Calibración del Transductor de baja capacidad (5 Kg = 5.000 g)

a)  Presionar la tecla Load Range hasta que el valor que aparece corresponda al 20% de la capacidad del transductor (1.000 g), luego presionar Enter para su selección.

b)  Poner en 0 la lectura de carga en la zona de datos

1.  Liberar los controles de balance Fine y Coarse.

2.  Ajustar los controles para obtener la lectura 0.

3.  Fijar los controles Fine y Coarse.

c)  Seleccionar el peso de calibración (500 g) y cuelgue el peso en el soporte acoplado.

d)  Gire el tornillo Adjust del panel frontal hasta que la lectura de carga coincida con el valor (500 g).

e)  Antes de realizar la lectura seleccione en el panel el modo Tensile.

f)  Acople el dispositivo necesario (penetrómetro de 1,5 cm de diámetro)

g)  Seleccione la velocidad (Speed) de 2 mm/s.

h)  Ajustar la altura de medición (2 cm de profundidad)

i)  Realizar la medición.

Parte 2: Técnica utilizada según STORRY y FORD (1982b) modificado.

Preparación de la muestra

1)  Temperar 100 mL de leche a 35°C en un vaso precipitado de 5 cm de altura y mantener en baño maría termoregulado (35°C).

2)  Agregar 5 mL de extracto enzimático vegetal con agitación por 30 s.

3)  Dejar reposar en el baño durante 30 min.

Parte 3: Medición del equipo

Una vez realizada la calibración del equipo, seleccionar la velocidad (2 mm/s) y realizar la lectura a 2 cm de profundidad en el centro de la cuajada o gel, en el modo tensión.

Anexo 8.  Electroforesis en geles de PAA-SDS. Método de LAEMMLI (1970) Modificado en Placa.

Reactivos

· Solución A: Acrilamida BIS

· Solución B: 1,5 Tris-HCl pH 8,8

· Solución C: 0,5 Tris-HCl pH 6,8

· SDS 10%

· Persulfato de amonio 1%

· Temed

· Buffer Electrodos pH 8,3 (tris, glicina, SDS, agua destilada)

Buffer Muestra (Solución C, glicerol 87%, SDS 10%, β mercaptoetanol 13M, azul de bromofenol 0,05%, agua destilada)

· Reactivos de Fijación y Tinción: Coomasie 0,25 g en 300 mL Isopropanol-Acido acético-Agua. Proporción: 2,5:1:2,5.

· Reactivo Decolorante (ácido acético 7%)

Preparación de los geles

	
	Gel Separador
	Gel Espaciador

	Solución A
	5,0 mL
	0,6 mL

	Solución B
	2,5 mL
	-

	Solución C
	-
	1,0 mL

	SDS 10%
	0,1 mL
	40 μL

	Persulfato de amonio 1%
	200 μL
	160 μL

	Temed
	100 μL
	80 μL

	Agua destilada
	2,4 mL
	2,3


Procedimiento:

· Preparar los geles y montar el sistema.

Colocar 15 μL de las muestras del extracto enzimático vegetal y 4 μL del estándar de peso molecular.

· Dejar hasta que el frente iónico llegue prácticamente hasta abajo, aproximadamente esto ocurre a los 70 minutos.

Sacar el gel del vidrio. Teñir y Fijar por 3 horas

· Decolorar por 12 horas.

· Medir la migración de las bandas con pie de metro

Preparación de las muestras de extracto enzimático para la electroforesis:

	Muestra


	Cont. proteína mg/mL
	μL muestra
	μL buffer muestra
	μL aplicados
	μg prot.

	Muestreo A


	2,221
	90,05
	360,20
	15
	6,663

	Muestreo B


	2,276
	87,87
	351,49
	15
	6,828

	Muestreo C


	2,376
	84,18
	336,70
	15
	7,128


La preparación de la muestra A, por ejemplo, consistió en diluir 90,05 μL en 360,20 μL de buffer muestra, de los cuales se aplicaron en la electroforesis sólo 15 μL, con un contenido de proteínas de 6,663 μg.

Anexo 9.  Método cromatográfico, propuesto por IDF/FIL 110A: 1987.

Pretratamiento de la DEAE-celulosa

· Agitar celulosa por 30 min en 0,5 N HCl (15 g de celulosa en 225 mL de HCl)  

Filtrar y lavar con vidrio fritado con agua hasta que el pH del efluente sea cercano a 4,0.

· Agitar la resina filtrada por 30 min en 0,5 N NaOH (15 g en 225 mL).

· Filtrar y lavar con vidrio fritado con agua hasta que el pH del efluente sea cercano a 7,0.

· Agitar la celulosa (resina filtrada) por 30 min en NaCl 25% (15 g en 225 mL).

· Filtrar y lavar con vidrio fritado con agua hasta que el pH del efluente sea cercano a 6,0.

· Lavar con Buffer piperazina 0,025 M hasta que el pH sea de 5,3, guardar a 4°C.

Preparación de la muestra

· Determinar tiempo de coagulación y fuerza de cuajo de la muestra.

· Sumergir bolsas de diálisis por 5 min en agua hirviendo y lavar con agua destilada por dentro y por fuera.

· Dializar 5 mL de cuajo contra 250 mL de Buffer piperazina por 150 min.

· Agitar con agitador magnético.

· Determinar tiempo de coagulación y fuerza de cuajo dializada. 

Análisis del cuajo dializado

· Colocar DEAE-celulosa en la columna hasta una altura mínima de 9 cm.

· Una vez que la resina se ha asentado, se agrega la enzima y los Buffer correspondientes al procedimiento señalado por la FIL-IDF, tomando fracciones cada 5 y 10 mL.

Anexo 10.  Determinación de organoclorados y aflatoxinas en U. europaeus.

1.  Determinación de Organoclorados por Cromatografía en Capa Fina (CCF).

· Pesar 10 g de muestra y agregar 80 mL de agua destilada.

· Llevar a pH 3-3 con HCl 10%.

· Extraer en un embudo de separación con 40 Ml de Eter: Cloroformo (20: 80).

· Agitar 15 minutos a baja velocidad. Realizar a lo menos 2 extracciones.

Las fases orgánicas se filtran y se colocan en cápsula de vidrio.

· Los solventes se evaporan por calentamiento suave en un baño María (60-70 °C).

· El residuo del extracto ácido se disuelve con varias gotas de acetona.

Se siembra la muestra y junto a un patrón de posible pesticida (20 μL de cada uno) en una placa.

· Se realiza la CCF. 

· La cámara cromatográfica se satura con una mezcla de 50 mL de Etanol: Eter Acido Acético glacial (85 : 15 : 1) por 30 minutos.

· La placa se introduce en la cámara y se deja 1 hora.

· Se sacan las placas y se dejan secar unos minutos.

· La placa es rociada por pulverización de una solución de Difenilamina 0,1% en Etanol.

· Revelado bajo luz ultravioleta de onda larga.

2.  Procedimiento de determinación de Aflatoxinas.

· Pesar 25 g de muestra. 

· Depositar en un vaso de mezcladora.

· Anadir 10 g de tierra para filtrado y 75 mL de acetonitrilo al 80%.

· Cubrir la boca del vaso con parafilm y sellar con su tapa.

· Mezclar por 3 minutos a alta velocidad.

· Filtrar a través de un papel filtro y recoger 25 mL del filtrado.

· Añadir 10 mL de acetato de plomo 20% y 65 mL de agua destilada .

· Esperar 3 minutos para la floculación del precipitado.

· Añadir 10 g de tierra de filtrado y revolver.

· Filtrar y recoger 50 mL.

· Trasvasijar a un embudo de separación y agregar 1,5 mL Benceno: Acetonirilo (98:2).

· Mezclar por 30 segundos, ventilando para que el gas escape.

· Dejar reposar 3 minutos para que las capas se separen.

· Descartar la fase inferior (fase acuosa).

· Añadir 25 mL de agua destilada a la fase orgánica y revolver suavemente.

· Después que las fases se han separado, drenar y descartar la fase inferior.

· Recoger la capa superior (benceno) en un tubo de ensayo que contenga una pequeña cantidad (la punta de un espátula) de sulfato sódico anhidro y tapar herméticamente.

· Esperar 1-2 horas y proceder por CCF.

· El revelado se realiza bajo luz ultravioleta de onda larga.

Referencia: AOAC (1995) 970.52 y 975.35, modificado por Laboratorio de Toxicología del Instituto de Farmacología, de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.

Anexo 11.  Contenido de proteínas según AÑON y MARTINEZ (1996), método de LOWRY et al. (1951).

	Metodologías
	Repeticiones
	D.O. *
	Ug/0,6mL
	mg/mL

	1a
	1
	0,148
	28,62
	0,954

	
	2
	0,145
	27,74
	0,925

	
	3
	0,146
	28,03
	0,934

	1b
	1
	0,150
	29,21
	0,974

	
	2
	0,149
	28,91
	0,964

	
	3
	0,151
	29,50
	0,983

	1c
	1
	0,150
	29,21
	0,974

	
	2
	0,150
	29,21
	0,974

	
	3
	0,151
	29,50
	0,983

	Preparación 2
	1
	0,123
	21,26
	0,709

	
	2
	0,125
	21,85
	0,728

	
	3
	0,127
	22,44
	0,748

	Preparación 3
	1
	0,180
	38,03
	1,268

	
	2
	0,183
	38,91
	1,297

	
	3
	0,177
	37,15
	1,238


(*) densidad óptica medida a 750 nm.

Anexo 12.  Contenido de proteínas según GUPTA y ESKIN (1977), método de LOWRY et al. (1951).

	Preparación
	Repeticiones
	D.O*
	ug/0,6mL
	mg/mL

	Preparación 1
	1
	0,161
	32,44
	1,081

	
	2
	0,163
	33,03
	1,101

	
	3
	0,162
	32,74
	1,091

	Preparación 2
	1
	0,141
	26,56
	0,885

	
	2
	0,142
	26,85
	0,895

	
	3
	0,143
	27,15
	0,905

	Preparación 3
	1
	0,195
	42,44
	1,415

	
	2
	0,196
	42,74
	1,425

	
	3
	0,198
	43,32
	1,444


(*) densidad óptica medida a 750 nm.

Anexo 13.  Temperatura y pH óptimo del extracto enzimático vegetal.

13.1.  Temperatura óptima del extracto enzimático.

	Temperatura (°C)
	Tiempo (s)
	Fuerza (g/mL)

	25
	482
	1:1659,8

	30*
	398
	1:2010,1

	35
	470
	1:1702,1

	40
	781
	1:1024,3

	45
	1265
	1:632,4


(*) Temperatura óptima.

13.2.  pH óptimo del extracto enzimático.

	pH
	Tiempo (s)
	Fuerza (g/mL)

	6,5
	916
	1:873,36

	6
	606
	1:1320,13

	5,5
	398
	1:2010,05

	5
	569
	1:1405,98


(*) pH óptimo.

Anexo 14.  Resultados de los análisis efectuados a la planta y al extracto enzimático vegetal.

	Muestreos
	Muestras
	Rep.
	H
	P.T
	P.E
	F.C
	T
	S
	F.G

	A
	1
	1
	59,29
	8,75
	23,74
	2017,7
	730
	5,2
	4,7

	
	
	2
	58,99
	8,65
	24,07
	1726,0
	726
	5,6
	4,9

	
	2
	1
	57,29
	8,87
	20,15
	1995,0
	732
	5,4
	4,6

	
	
	2
	57,55
	8,47
	19,82
	1843,3
	730
	5,2
	4,4

	
	3
	1
	58,11
	8,56
	21,78
	1727,9
	731
	5,3
	4,9

	
	
	2
	58,39
	8,86
	21,62
	2051,3
	727
	5,7
	4,5

	B
	1
	1
	56,41
	8,51
	20,80
	2012,6
	730
	5,0
	4,3

	
	
	2
	56,71
	8,79
	21,29
	1982,7
	732
	4,8
	4,5

	
	2
	1
	55,84
	8,57
	21,94
	2028,0
	727
	4,9
	4,3

	
	
	2
	56,12
	8,83
	21,45
	2017,7
	731
	5,1
	3,9

	
	3
	1
	57,66
	8,83
	20,64
	1726,0
	734
	4,6
	4,9

	
	
	2
	57,36
	8,45
	20,31
	1995,0
	732
	5,0
	4,7

	C
	1
	1
	52,10
	8,53
	24,07
	1843,3
	727
	6,0
	4,9

	
	
	2
	52,36
	8,83
	23,58
	1727,9
	728
	6,2
	5,1

	
	2
	1
	53,68
	8,81
	22,27
	2051,3
	730
	6,4
	5,2

	
	
	2
	53,40
	8,53
	22,76
	2012,6
	726
	6,0
	4,8

	
	3
	1
	53,08
	8,50
	24,40
	1982,7
	731
	5,9
	4,8

	
	
	2
	53,34
	8,82
	24,56
	2028,0
	730
	6,1
	4,6


Donde:

H: humedad (%)

T: tiempo de coagulación (s)

PT: proteína total (%)

S: sinéresis (mL)

P.E: proteína en el extracto vegetal (mg/g) FG: fuerza del gel (gf)

FC: fuerza de cuajo (mL/g)

Anexo 15.  Análisis estadísticos del contenido de humedad en la planta U. europaeus.

[image: image35.jpg]Analysis of Variance for Humedad - Type IIT Sums of Squares

Source Sum of Squares D Mean Square  F-Ratio P-Value
MATN EFFECTS

AMuestreo 87,9536 2 439768 54682 0,0000
BMuestras 137391 2 0,686956 854 0,0360
CRepeticion 00320889 1 00320889 040 0,5619
INTERACTIONS

AB 582916 4 145729 18,12 0,0079
AC 0,000177778 2 0,0000883889 0,00 0,989
BC 0,0000444444 2 0,0000222222 0,00 10,9997
RESIDUAL 0321689 4 0,0804222

TOTAL (CORRECTED) 95,5107 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.




[image: image36.jpg]Multiple Range Tests for Humedad by Muestreo

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muestreo Count LS Mean  Homogeneous Groups
€ 6 529933 X

B 6 566333 X

s 6 5827 X

Contrast Difference +- Limits

A-B *1,58667 0454588
A-C *5,27667 0454588
B-C *3,69 0454588





[image: image37.jpg]Multiple Range Tests for Humedad hy Muestras

Method: 95,0 percent Tukey HSD
Muestras Count LSMean  Homogencous Groups

2 6 556467 X

1 6 559767 peid

3 6 563233 X

Contrast Difference +- Limits
12 0,33 0,583429
e -0,346667 0,583429
2-3 *.0,676667 0,583429

* denotes a statistically significant difference




Anexo 16.  Información meteorológica correspondiente a las fechas de muestreo.

Estos datos corresponden a las precipitaciones, temperatura promedio del día y humedad relativa de las fechas de los muestreos.

	Fechas de recolección
	Precipitaciones (mm)
	Temp.

(°C)
	H.R.

(%)

	
	19:00-08:00 hrs*
	08:00-14:00 hrs
	
	

	28 de mayo
	14,4
	0
	6,0
	100

	15 de julio
	11,3
	0,3
	11,3
	100

	3 de septiembre
	0,5
	0,2
	8,9
	100


(*) Corresponde a la noche anterior a la fecha de muestreo.

REFERENCIA: Estación de Meteorología del Instituto de Geociencia de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Austral de Chile.

Anexo 17.  Análisis estadísticos del porcentaje de proteínas en la planta U. europaeus.
[image: image38.jpg]Analysis of Variance for Proteina_total- Type ITT Sums of Squares

Source SumofSquares D Mean Square  F-Ratio P-Value
MMATN EFFECTS

Aduestras 0,000311111 2 0000155556 0,00  0,9980
BMuestreo 0,00297778 2 000148889 002 09809
CRepeticion 0,005 1 0,005 006 08114
INTERACTIONS

AB 0,00595556 4 0,00148889 002 09989
AC 0,0724 2 0,0362 047 0,655
BC 0,0252 2 0,0126 016 08545
RESIDUAL 0,308 4 0,077

TOTAL (CORR) 0419844 17

Al F-ratios are based on the residual mean square error.




Anexo 18.  Análisis estadísticos del contenido de proteínas en el extracto enzimático de origen vegetal.

[image: image39.jpg]Analysis of Variance for Proteina_extracto - Type IIT Sums of Squares

Source Sum of Squares  DE Mean Square  F-Ratio  P-Value
MATN EFFECTS

Aduestreo 20,1843 2 10,0922 67,95  0,0008
B Muestras 7,00498 2 350249 2358 0,0061
CRepeticion 0,00605 1 000605 004 08499
INTERACTIONS

AB 13,9362 4 348406 2346 0,0049
AC 0,0206333 2 00103167 007 0,9340
BC 0,0484 2 00242 016 0,855
RESIDUAL 0,594067 4 0148517

TOTAL (CORR)  1,7947 17

Al F-ratios are based on the residual mean square error.




[image: image40.jpg]Multiple Range Tests for Proteina_extracto by Muestrea

Method: 95,0 percent Tukey HSD
Muesireo  Count  LSMean  Homogensous Groups

B 6 21,0717 b4

A 6 21,8633 X

c 6 23,6067 X

Contrast Difference +- Limits
A-B *0,791667 0,792844
A-C *.1,74333 0,792844
B-C *.2,535 0,792844

* denotes a stafistically significant difference.





[image: image41.jpg]Multiple Range Tests for Proteina_extracto by Muestras

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muestras  Count LSMean  Homogeneous Groups
2 6 21,3983 X

3 6 222183 X

1 6 22,925 X

Contrast Difforence -+~ Limits
1-2 *1,52667 0,792844
1-3 0,706667 0,792844
2-3 0,82 0,792844

* denotes a stafistically significant difference.




Anexo 19.  Contenido de proteínas, fuerza de cuajo, tiempo de coagulación y sinéresis del gel para el cuajo estándar HALA.

1.  Contenido de proteínas

	Repetición
	D.O.
	ug/0,6mL
	mg/mL
	mg/g de cuajo

	1
	0,406
	104,50
	0,348
	34,833

	2
	0,404
	103,91
	0,346
	34,637

	3
	0,405
	104,21
	0,347
	34,735

	Prom ± Desv. Est.
	
	
	
	34,74 ± 0,098


2.  Fuerza de cuajo

Se realizó de acuerdo al método mencionado por ALAIS (1985), en donde se adicionaron 6 mL de una solución cuajo al 1% p/v a 100 mL de leche a 35°C, proporcionando los siguientes resultados indicados en el Cuadro.

	Repetición
	Tiempo (seg)
	Fuerza (L/g)
	Fuerza (g/mL)

	1
	126
	31,75
	1:31.746

	2
	128
	31,25
	1:31.250

	3
	125
	32,00
	1:32.000

	Promedio ± Desv. est
	
	
	1:31.665 ± 381,45


El promedio de estas repeticiones corresponde a 126,3 segundos, lo que equivale a que 1 g de cuajo HALA es capaz de coagular 31,7 litros de leche.

3.  Tiempo de coagulación

Se realizó según el método de la FIL-IDF 110 A Appendix A (1987a) a una concentración de 0,035%  p/v, en  el  cual  se adicionó 1 mL de solución cuajo 

estándar a tubos de ensayo con 10 mL de leche (Sustrato Berridge) a 30°C. Los resultados se presentan a continuación en el Cuadro.

	Repetición
	Tiempo (seg)

	1
	462

	2
	463

	3
	463

	Promedio ± Desv. estándar
	462,6 ± 0,58


4.  Sinéresis del gel

Según el método descrito por MARSHALL (1981) y a una concentración de 1% de la solución de cuajo, los resultados son los siguientes

	Repetición
	Volumen (mL)

	1
	13,5

	2
	13,6

	3
	12,9

	Promedio ± Desv. estándar
	13,3 ± 2,08


5.  Fuerza del gel

Se realizó según el método descrito por STORRY y GRAEME (1981).

	Repetición
	Fuerza del gel (gf)

	1
	8,4

	2
	8,6

	3
	8,6

	Promedio ± Desv. estándar
	8,53 ± 0,12


Anexo 20.  Análisis estadísticos de la fuerza de cuajo del extracto enzimático de origen vegetal y cálculos de la fuerza de cuajo.

[image: image42.jpg]Analysis of Variance for Fuerza_cuzjo - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares  Df Mean Square  F-Ratio  P-Value

MMATN EFFECTS

Aduestreo 566674 2 283337 304,11 0,0000
B Muestras 1417920 2 708962 760,94 0,0000

CRepeticion 554756 1 554756 060 04834
INTERACTIONS

AB 731098 4 182775 196,17 0,0001
AC 855111 2 427556 005 09556
BC 362754 2 181377 195 0,2568
RESIDUAL 372679 4 93,1697

TOTAL (CORRECTED) 272369,0 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.




[image: image43.jpg]Multiple Range Tests for Fuerza_cuajo by Muestreo

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muesreo Count  LSMean  Homogensous Groups
B 6 181417 X

A 6 19129 X

c 6 200773 X

Contrast Difference -+~ Limits
A-B 38,7333 19,8581
A-C *.94,8333 19,8581
B-C *133,567 19,8581

* denotes a statistically significant difference.




[image: image44.jpg]Multiple Range Tests for Fuerza_cuajo by Muestras

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muestras  Count LSMean  Homogeneous Groups
2 6 181217 X

1 6 195788 X

3 6 202475 X

Contrast Difforence -+~ Limits
10 *145717 19,8581

1-3 66,8667 19,8581

2-3 212,583 19,8581

* denotes a statistically significant difference.




[image: image45.jpg]- Calculo de fuerza de cuajo del extracto de origen vegetal

Podercoagulante = 100 (mL) x 2400 (seg)
P (g xT (sed)

Ejemplo : Muestreo &, Muestral ~— Duplicado
1°: 6 min, 38 seg =398 seg
2°:6 min, 35 seg =395 seg

entonces
F1 = 100(ml)x2400(seg) = 2010.1

0,30 () x 398 (seg)
F2 = 100(ml)x2400(se) = 20253

0,30 () x 395 (seg)

Promedio= 2017.7; por lotanto F= 1: 2018 gml




Anexo 21.  Análisis estadísticos del tiempo de coagulación del extracto enzimático de origen vegetal.

[image: image46.jpg]Analysis of Variance for Tiempo_coagulacion - Type ITI Sums of Squares

Source Sum of Squares  Df Mean Square  F-Ratio  P-Value
MMATN EFFECTS

Aduestreo 17,3333 2 866667 2,5 0,1926
B Muestras 13,0 2 65 192 0,2606
CRepeticion 5,55556 1 55555 1,64 0,269
INTERACTIONS

AB 22,6667 4 566667 1,67 03153
AC 16,4444 2822222 243 02042
BC 344444 2 172222 051 06358
RESIDUAL 13,555 4 3,38889

TOTAL (CORRECTED) 920 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.




Anexo 22.  Análisis estadísticos de la sinéresis del gel obtenido.

[image: image47.jpg]Analysis of Variance for Sinéresis - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares  Df Mean Square  F-Ratio  P-Value
MMATN EFFECTS

Auestras 00133333 2 000666667 0,16 0,8590
BMuestreo 436 2 2,18 51,63 0,0014
CRepeticion 00555556 1 0,0555556 132 03153
INTERACTIONS

AB 0,106667 4 0,0266667 063 06665
AC 0164444 2 0,0822222 195 02567
BC 00311111 2 0,0155556 037 07131
RESIDUAL 0168889 4 0,0422222

TOTAL (CORRECTED) 49 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.




[image: image48.jpg]‘Multiple Range Tests for Sinéresis hy Muestreo

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muesreo  Count  LSMean  Homogensous Groups

Contrast +- Limits
A-B 0422737
A-C 0422737
B-C 0422737

* denotes a statistically significant difference.





Anexo 23.  Análisis estadísticos de la fuerza del gel obtenido.

[image: image49.jpg]Analysis of Variance for Fuerza_gel - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares  Df Mean Square  F-Ratio  P-Value

MMATN EFFECTS

Aduestreo 0653333 2 0326667 49,00  0,0015
B Muestras 0,16 2 0,08 12,00 00204

CRepeticion 0,08 1 0,08 12,00 00257
INTERACTIONS

AB 0,546667 4 0136667 20,50  0,0063
AC 0,0 2 0,0 000 1,000
BC 0253333 2 0126667 19,00  0,0091
RESIDUAL 00266667 4 0,00666667

TOTAL (CORRECTED) 172 17

All F-ratios are based on the residual mean square error.




[image: image50.jpg]Multiple Range Tests for Fuerza_gel by Muestreo

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muesreo Count  LSMean  Homogensous Groups
B 6 443333 X

A 6 466667 %

Gl 6 49 %

Contrast Difforence -+~ Limits
A-B *0,233333 0,167979
Ac *0,233333 0,167979
B-C 0466667 0,167979

* denotes a statistically significant difference.




[image: image51.jpg]Multiple Range Tests for Fuerza_gel by Muestras

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Muestras  Count LSMean  Homogeneous Groups
2 6 453333 X

3 6 473333 X

1 6 473333 X

Contrast Difforence -+~ Limits
1-2 0,2 0,167979

1-3 0,0 0,167979

2-3 *0,2 0,167979

* denotes a statistically significant difference.




[image: image52.jpg]Multiple Range Tests for Fuerza_gel by Repeticion

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Repeficion Count LSMean  Homogeneous Groups
2 9 46 X
1 9 473333 X

Contrast Difference +- Limits

1-2 *0,133333 0,106598

* denotes a statistically significant difference.




Anexo 24.  Determinación de los pesos moleculares de las proteínas del extracto enzimático de origen vegetal, según lo obtenido de la electroforesis PAA-SDS.

	Posillo

N°
	Proteína/

Banda
	Dist. Migración (cm)
	Rf


	Peso molec. (Kda)

	1 y 5
	Estándar
	
	
	

	
	Myosin
	0,20
	0,032
	250

	
	Phosfhorylase
	0,31
	0,050
	148

	
	BSA
	0,99
	0,158
	98

	
	Glutamic D.
	1,51
	0,241
	64

	
	Alcohol D.
	2,20
	0,351
	50

	
	Carbonic D.
	3,11
	0,495
	36

	
	Myoglobin red
	4,00
	0,637
	22

	
	Lysozyme
	4,79
	0,764
	16

	
	Aprotinin
	5,54
	0,883
	6

	
	Insulin, B chain
	6,02
	0,959
	4

	2
	Muestreo A
	
	
	

	
	1
	1,83
	0,292
	60

	
	2
	2,69
	0,429
	42

	
	3
	4,38
	0,699
	17

	3
	Muestreo B
	
	
	

	
	1
	1,83
	0,292
	60

	
	2
	2,69
	0,429
	42

	
	3
	4,38
	0,699
	17

	4
	Muestreo C
	
	
	

	
	1
	1,83
	0,292
	60

	
	2
	2,69
	0,429
	42

	 
	3
	4,38
	0,699
	17
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Anexo 25.  Elución del extracto enzimático de origen vegetal y del cuajo estándar en cromatografía en columna.

	Tubo
	Volumen eluido
	Absorbancia a 280 nm

	N°
	mL
	Extracto enzimático
	Cuajo estándar

	1
	5
	0,046
	0,102

	2
	10
	0,061
	0,252

	3
	20
	0,071
	0,064

	4
	30
	0,104
	0,015

	5
	40
	0,111
	0,012

	6
	50
	0,080
	0,048

	7
	60
	0,070
	0,015

	8
	70
	0,071
	0,016

	9
	80
	0,036
	0,012

	10
	90
	0,028
	0,008

	11
	100
	0,009
	0,006

	12
	105
	0,007
	0,004

	13
	110
	0,008
	0,020

	14
	120
	0,016
	0,023

	15
	130
	0,045
	0,025

	16
	140
	0,019
	0,023

	17
	150
	0,031
	0,021

	18
	160
	0,015
	0,062

	19
	170
	0,032
	0,032

	20
	180
	0,015
	0,025

	21
	190
	0,021
	0,012

	22
	200
	0,012
	0,005
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