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RESUMEN

Con €l propésito de buscar alternativas parala elaboracion
de productos en la industria lactea, se estudiaron dos ex-
tractos enzimaticos vegetales obtenidos del higo (Ficus
carica L.) y chamburo (Vasconcellea cundinamarcensis
Badillo), como coagulantes paraelaborar un queso tipo fres-
co. Se extrgjo € latex de los frutos y se les dio una purifi-
cacion parcial, mejorando de esta manera su capacidad
coagulante. Con los extractos obtenidos se elabor6é una
solucion salina de cada enzima para posteriormente reali-
zar una mezcla mediante disefio experimental y obtener un
gueso tipo fresco con caracteristicas idoneas para €l con-
sumo. Tomando el producto final con mayor aceptacion se
determiné su vida (til, probando finalmente la factibilidad
de sustituir €l cuagjo quimosina por las enzimas estudiadas,
através de pruebas fisico-quimicas, microbiol6gicasy sen-
soriales.

Palabras clave: higo, chamburo, enzimas vegetales, que-
so fresco, vida Util.
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ABSTRACT

Feasibility study of plant enzymesused in the
production of fresh type cheese

In order to find aternatives for the processing of products
in the dairy industry, two plant enzyme extracts obtained
from fig (Ficus carica L.) and mountain papaya
(Vasconcellea cundinamarcensis Badillo) were studied as
coagulants to produce a fresh type cheese. The latex of the
fruit wasremoved and given apartia purification, improving
its coagulant capacity. A saline solution from each enzyme
was developed from the extract obtained; afterwards, a
mixture by experimental design was carried out, and thus
obtained a fresh type cheese with ideal characteristics for
consumption. After choosing the more accepted final
product, its shelf life was determined by testing the
feasibility of substituting chymosin rennet with the enzymes
studied, through physicochemical, microbiological and
Sensory or acceptance test.

Keywords: fig, mountain papaya, plant enzymes, cheese,
shelf life.

INTRODUCCION

Ladiversidad de especies vegetal es en nuestro pais, y
lainnovacion que se busca dia a dia en las industrias
impulsan la busqueda de nuevas fuentes de enzimas
proteoliticas, por su uso potencial en procesos
biotecnol 6gicos en el &reade alimentos, medicina, in-
dustriatextil, cosmetologia, etc. En laindustriade ali-
mentos, las enzimas extraidas de frutos y plantas se
han considerado sustitutos adecuados del cugjo parala
elaboracion de quesos, asi como en la produccién de
ablandadores de carne, agentes digestivos, clarificacion
dejugos, industria cervecera, etc. (1).
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El cugjoy loscoagulantes son preparacionesde enzimas
proteoliticas, las cualeshan sido utilizadasen laindustria
guesera por miles de afios, siendo esta la enzima més
antiguaconocida. Losquesosson producidospor enzimas
coagulantesdelalechedediferentesorigenes. Lasenzimas
activasen todoslos cuajosy coagulantes, las cualeshan
sido utilizadas paralael aboracion de quesos, son proteasas
del &cido aspartico. Lapreparacion original del cugjo, es
un extracto del abomaso de rumiantes. Estadefinicion ha
sido confirmada por la Federacion Internacional de Le-
cheria(IDF) que determind que el nombre cugjo (rennet)
debe ser reservado para la preparacion de enzimas de
estdmagos de rumiantes y que las otras enzimas
coagulantes de laleche se denominen coagulantes. Ac-
tualmente, también hasido genera mente aceptado quela
quimosina producida por un organismo modificado
genéticamente (GM O) debe ser denominadaquimosina
producida por fermentacién (FPC) (2).

Las enzimas proteoliticas presente en el latex de la hi-
guera, han sido extensamente estudiadas y son las de-
nominadas «ficinas», comparando su actividad con la
bromelinay la papaina (3). Las papayuelas de aroma
contienen latex que exudan de su epicarpio al ser lace-
rado o punzado, este latex contiene en mayor concen-
tracion ala papaina, enzima proteolitica de accion se-
mejante alapepsinadel jugo géstrico, caracteristicade
lafamiliaCaricaceae (4).

No todas las proteasas existentes son Optimas para la
coagulacion delaleche, debido aque su sitio activo no
es el adecuado parala hidrélisis de la caseina o en el
caso de que haya una hidrdlisis, esta podria no ser la
adecuada para el objetivo que se persigue, €l cua es
obtener unacuajada con caracteristicas adecuadas para
elaborar quesos.

El queso es el producto que resulta de la precipitacion
delascaseinas, que dejacomo residuo €l llamado suero
delaleche. Pararealizar este proceso se emplean basi-
camente dos métodos: por medio delareninao cugjo, 0
bien, acidificar hastael puntoisoel éctrico delascaseinas
(pH 4,6) (5). Aunque como se menciond anteriormen-
te, también se pueden utilizar otras enzimas como la
papainay ficina, con el objetivo de obtener quesos con
caracteristicas especificas.

Durante la elaboracion o almacenamiento de quesos
suelen aparecer efectos positivos o negativos, de carac-
ter organoléptico y quiza a utilizar enzimas bastante

proteoliticas como lapapainay laficinaparalacoagu-
lacion de laleche, sea alin més probable que aparez-
can, como esel caso del sabor amargo por lapresencia
de péptidos producidos por |as enzimas vegetal es antes
mencionadas, que contintan hidrolizando las proteinas
lacteas.

La protedlisis produce un aumento de digestibilidad,
pudiendo obtenerse también péptidos «activos», con
determinadas propiedadesfisiol égicas (6).

Diversos estudios han reportado que mediante la
hidrdlisis controladain vitro de proteinas alimentarias
esposible generar estetipo de péptidos. Sehan aislado
péptidos antimicrobianos principalmente a partir de
hidrolizados enzimati coslimitados, de proteinas de ori-
genanimal como laleche, el huevoy algunas especies
marinas de peces. Recientemente se han aislado
hidrolizados limitados, con grados menoresal 10 % de
proteinas de origen vegetal como lasoyay el maiz. Los
péptidos con actividad antimicrobianainhiben el creci-
miento bacterianoy fungicoy actdan frente abacterias
gram positivasy gram negativas (7).

El objetivo de este trabajo fue evaluar |as caracteristi-
casfisico-quimicas, microbiol égicasy sensoriales del
queso tipo fresco, elaborado con extractos enziméticos
vegetalesextraidosapartir dehigo (Ficuscarical.)y
chamburo (Vasconcellea cundinamarcensisBadillo), a
fin de determinar lavida Util y estandarizar su adicion
durantelaelaboracién de quesostipo fresco.

MATERIALESY METODOS

Lalecheutilizadaparael desarrollo de estetrabajo fue
analizaday conté con losestandares de calidad indica-
dos en lanorma correspondiente (8).

Los frutos utilizados para la extraccion de las enzimas
papainay ficina, fueron el chamburo ehigo, respectiva
mente; en estado inmaduro paraobtener mayor cantidad
delétex fluido. Sedeshidrato € |atex a40 °Cy seprepa
ro unasolucion con létex deshidratado enfosfato de sodio
(5mM y pH 7,5) aunaconcentracién del 0,5 %, sedejo
macerar durante 24 h paraluego centrifugar a 2700 g
durante 10 min, desechando finalmente los sélidos y
tener una solucion denominada extracto acuoso. Para
obtener el extracto semipurificado de enzimas se utilizé
el método de precipitacion con disol vente organico, con
el fin de obtener enzimas con mayor poder proteolitico
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(9) setomaron 250 mL de extracto acuoso y se adicio-
naron 12,5 mL de NaCl 4 M, se homogenizdy se afia
dieron 500 mL de etanol al 96 %, se mezcl6 lentamente
para evitar desnaturalizacion y se centrifugd a2700 g
durante 5 min, se desecho el sobrenadantey el extracto
semiseco seresuspendié en NaCl a 13 %, paraobtener
unasolucién de proteinaa 25 %.

Para la determinacion de la fuerza de coagulacion se
utiliz6 el método Soxhlet (10). En unvaso de precipita-
cién se colocaron 25 mL de leche previamente pasteu-
rizaday se calent6 hasta40 °C, se adicioné cloruro de
calcio 0,0175 g (0,07 %) y se ubicd en bafio de agua a
35 °C, se agregaron 0,5 mL de solucién de proteinas
del higo, secontrol6 €l tiempo que tardo en coagular la
leche parade estamaneracal cular lafuerzade coagula-
cién delasolucion enzimatica. EI mismo procedimien-
to serealiz6 para determinar la fuerza de coagulacion
de la solucién enzimética de chamburo, asi como del
cugjo comercia quimosinaCHY-MAX |l queselutilizd
como muestratestigo.

Para elaborar el queso con enzimas vegetal es se tomo
como base el proceso tecnol 6gico del queso tipo fresco
(20). Teniendo en cuenta que para coagular 1 L dele-
cheserequiere 0,25 mL deficinay 0,5mL parael caso
delapapaina, sedesarroll6 laformulabase paralaela-
boracion del queso con unamezcla de las enzimas, se
propuso laadicion de cantidadesigual esdelas solucio-
nes enzimaticas alaleche, para que posteriormente en
el disefio experimental serealicen lasvariaciones nece-
sariasy lograr obtener unaformulamejorada; se efec-
tuaron tres pruebas que representan vol imenes meno-
res, mayoreseiguaesalosdelafuerzade coagulacion
enziméatica establecidas, con € fin de verificar su coa-
gulacion al mezclarlas.

Para mejorar |a aceptabilidad de nuestro producto se
utilizé un disefio factorial 23(11), en este caso se deci-
di6 variar enun 20 % losvolumenesde enzimay tiem-
po paradefinir los niveles méximosy minimos, en este
caso el nivel minimoesde 1,2y el méximo 1,8 paralas
enzimasy de 40 min como minimo 'y de 60 min como
maximo parael tiempo.

Se determind el rendimiento pesando el queso a final
del proceso tecnolégico paracalcular luego €l porcen-
taje de queso obtenido apartir de unadeterminadacan-
tidad de leche. Para determinar el tiempo de vida del
producto se utiliz6 el método atiempo real (12).

Se amacenaron los quesos entre 2y 4 °C durante cua-
tro semanasy setomaron muestras representativas una
vez cadasemana, parareadlizar losandlisis sensoriales,
quimicosy microbiol 6gicos. Losandisissensoridesfue-
ron hechos por 10 catadores entrenados una vez por
semanadurante | as cuatro semanas de a macenamiento
del producto, paraesto se utilizaron fichas de cata que
evaluaron las caracteristicas ol fato-gustativasy detex-
tura (13). Para el caso de los andlisis quimicos y
microbiol 6gicos se realizaron los que indicala norma
correspondiente (8), con los métodos sefialados en di-
cha norma, estos andlisis se realizaron por triplicado
paraasegurar sufiabilidad.

RESULTADOSY DISCUSION

Para el caso de los frutos de chamburo se obtuvo un
promedio de0,5a1 g delatex fluido, mientrasquelos
higosaportaron un promedio de 0,1 mL delé&tex fluido.
Para ambos casos |la cantidad de |atex extraido estan
directamente rel acionados con el tamarfio delosfrutos,
debido a que en frutos mas grandes se encontraréd ma-
yor cantidad de latex. En cuanto ala cantidad de |&tex
deshidratado, se obtuvo un promedio de 0,05 a0,1 g
en ambos casos; € contenido de humedad en el caso
del I&tex de chamburo fue de 90 %y del higo de 70 %,
en cuanto al rendimiento de latex seco se obtuvo un
29 % en el higoy un 8 % en el de chamburo.

Lasemipurificacion revel 6 que seobtuvo de3a5gde
enzimasemiseca, con un rendimiento cercano alos 75
a85 %, teniendo en cuenta que alin pueden existir pro-
teinas distintas a las proteoliticas, pero en cantidades
minimas.

LaTabla 1 muestra que la fuerza de coagulacién para
las enzimas vegetal es fue menor quelafuerzade cuajo
de la quimosina (cuajo comercial), debido a que la
quimosinacomercial tiene mayor especificidad parala
caseina, ademastieneunapurificacion ata; a hacer las
pruebas esta coagulaen menor tiempo que las enzimas
vegetales, respecto alasenzimasvegetaeslaficinatie-
ne mayor poder de coagulacién que la papaina.

En cuanto a la formula base, a mezclar las enzimas
con un volumen menor al de su fuerza estas no coagu-
laron laleche, losvaloresigualesy mayoressi coagula
ron, esto verificalafuerzade coagul acion determinada
anteriormente; sobre las muestras coaguladas se desa-
rrollaron las pruebas de aceptabilidad y loscélculosde

Ciencia y Tecnologia de Alimentos \ol. 27, No. 3, 2017




Tabla 1. Fuer za de cuajo (F) de papaina (chamburo), ficina (higo) y quimosina (cuajo comercial)

Enzima Leche Enzima Tiemp_o,de F _
(mL) (mL) coagulacion (s) (mL/mL enzima)
Papaina 25 0,5 60 2000
Ficina 25 0,5 30 4000
Quimosina 25 0,5 9 13333

rendimiento, definiendolamezclade 1,5 mL depapaina  papaina(A) y lacombinacion ficina-tiempo (BC); enel
y 1,5 mL de ficina con 50 min de tiempo de coagula  caso de AB estatuvo un valor negativo, € cual indica
cion (Tabla 2). Con estos datos se realizo e disefio  que dicha combinacién disminuye las caracteristicas
experimental y posteriormente las pruebas de catay  organolépticas; se entiende entonces que no se debe
rendimiento para determinar el mejor experimento y  incrementar el volumen de estamezcla. Deigua mane-
sobre éste efectuar las pruebas de aceptabilidad asi como  ralavariableA afectd negativamentea productoy solo
losandlisisquimicosy microbiol égicosparadeterminar  BC obtuvo unasignificacion positiva
lavida Util en base a estos pardmetros; en este caso €l
experimento 7 fue el utilizado para el andlisisdelos Entonces para no afectar las caracteristicas
parametros antes mencionados (Tabla 3). organol épticas es necesario mantener o disminuir €l vo-
lumen de papainay conservar constante el volumen de
El andlisis de los datos para obtener el mejor experi-  ficinaasi como el tiempo (Fig. 1). En el caso del rendi-
mento demuestraquelasvariablesquetuvieron mayor — miento, lasvariables con mayor significacion fueronlas
significacion sobrelas caracteristicasorganolépticasson:  combinaciones binarias de papaina-ficina(AB), papaina
la combinacion de enzimas papaina-ficina (AB), la tiempo (AC)y ficina-tiempo (BC).

Tabla 2. Rendimiento y aceptacion del queso elaborado con enzimas vegetales en la elaboracion de la

formulabase

. aina Ficina Leche Tiempo Masade Aceptacion
epeimeto “ETE 0D b iy el 0

1 05 05 2000 Nocoagul6 Descartado  Descartado

2 05 05 2000 Nocoagul6 Descartado  Descartado

3 1,0 10 2000 90 195 30

4 1,0 1,0 2000 85 230 32

5 15 15 2000 70 307 51

6 15 15 2000 50 250 55

Tabla 3. Disefio experimental

Expeimento A B C AB AC BC ABC Acepdion  Peso  Rendimiento

(%0) () (%0)
1 -1 -1 1 1 1 1 -1 70,9 365,6 13,8
2 1 -1 1 -1 -1 1 1 68,9 338,7 12,8
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 70,3 334,9 12,6
4 1 1 -1 1 -1 -1 1 66,0 3314 12,5
5 -1 1 1 1 -1 -1 1 67,2 312,3 11,8
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 68,8 353,7 134
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 72,2 374,4 14,2
8 1 1 1 1 1 1 1 69,1 347,5 131
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Fig. 1. Efecto delasvariables sobre las car acter isticas or ganolépticas del queso.

Las dos primeras tuvieron signo negativo, por lo tanto
son lasque disminuyen el rendimiento, mientrasquela
combinacion BC influyd de manerapositivasobre este
pardmetro (Fig. 2). Esasi que parano afectar las carac-
teristicas organol épticas ni el rendimiento no se debe
variar el volumen de papaina (A) y mantener el resto
delasvariables.

Ladeterminaciondelavidadutil sehizoenfunciondelas
caracterigticasfisico-quimicas, microbiol 6gicasy senso-
riales. En cuanto alas caracteristicas fisico-quimicas

2,2

(Tabla 4) no se observan grandes diferencias entre €l
queso el aborado con enzimas vegetal es (papaina-ficina)
con el queso elaborado con cugjo comercia (quimosina),
en referencia a la humedad esta se encuentra en un
rango de 55,5 a 58,2 % en los dos quesos, lo cual esta
dentro de la norma para queso fresco, el contenido de
grasaesde 22,5 a 24 % que es un promedio apto para
€l queso tipo fresco; por esto decimos quelos dostipos
de queso tendran unavida Util igual en funcion de sus
caracteristicas fisico-quimicas. En referenciaalas ca
racteristicas microbiolégicas, el queso elaborado con

BC
L ]

L]
ABC

3 35 4 4,5 3

Efecto

Fig. 2. Efecto delasvariablesy su combinacion sobre el por centaje de rendimiento del queso.

Tabla 4. Analisisbromatol gicos

Quimosina Papaina-Ficina

Quimosina Papaina-Ficina

Semana Grasa (%) Humedad (%)
1 24,0 23,0 55,52 56,91
2 24,0 23,0 55,89 57,12
3 24,0 22,5 55,99 57,36
4 235 22,5 56,19 58,14
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enzimas vegetal es (Tabla5) presenté menor presencia
de microorganismos que el queso elaborado con cugjo
comercia (Tabla6) durantee tiempo dea macenamien-

to; esto probablemente debido alapresenciade péptidos
amargos producidos por la hidrélisis de la caseina por
parte de las enzimas vegetales; en el caso de las
enterobacterias, alacuarta semana de a macenamiento
el queso con enzimasvegeta espresent6 28 x 10° UFC/g
que es inferior a permitido en la norma para que €l

producto sea apto para consumo; mientras que el que-

so elaborado con cugjo tuvo 13 x 10* UFC/g que es

superior al que indica la norma (Fig. 3); para
Saphylococcus aureus se obtuvo un resultado si-
milar al anterior, asi para queso con enzimas vege-
tales se obtuvo 63 x 10> UFC/g y para queso con
cugjo 15 x 10° UFC/g (Fig. 4). Finalmente, para E.
coli, Salmonella y L. monocytogenes €l resultado fue
ausenciaen losdostipos de queso. Entonceslavidadtil
en funcion de este pardmetro es mayor para el queso
con enzimasvegetales, yaqueal existir menor prolife-
racién de microorganismos €l queso tendrdmastiempo
hasta que el nimero de microorganismos supere |os

Tabla 5. Andlisis microbiol égicos del queso con enzimas vegetales dur ante cuatro semanas

Enterobacteriaceas Escheri_chia Staphylococcus Listeria Salmondla
Semana (UFC/g) coli aureus monocytogenes en25g
(UFC/g) (UFC/g) en25¢g
1 31x10 Ausencia 18 x 10 Ausencia Ausencia
2 37x10 Ausencia 22 x 10t Ausencia Ausencia
3 26 x 10° Ausencia 41 x 10" Ausencia Ausencia
4 28 x 10° Ausencia 63 x 10° Ausencia Ausencia

Tabla 6. Anélisis microbiol 6gicos del queso comercial durante cuatro semanas

Enterobacteriaceas Escherl.chla Staphylococcus Listeria Samondla
Semana (UFC/g) coli aureus monocytogenes on 25
g (UFC/g) (UFC/g) en25g g
1 32x10 Ausencia 20x 10 Ausencia Ausencia
2 46 x 10 Ausencia 21x 10 Ausencia Ausencia
3 18 x 10° Ausencia 13 x 10 Ausencia Ausencia
4 13 x 10* Ausencia 15x 10° Ausencia Ausencia
160000 -
§ 120000 -
F
g 80000 -
£
5 40000 -
U T T 1
0 1 3 4 5

Tiempo (semanas)

== uimosina
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Fig. 3. Crecimiento de enter obacterias en quesos, quimosina vs. papaina-ficina.
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Fig. 4. Crecimiento de Staphylococcus aureus en quesos, quimaosina vs papaina-ficina.

establecidos en la normay no sea apto para el con-
sumo. Para las caracteristicas sensoriales, el pro-
ducto elaborado con coagul antes vegetal es aunque
posee caracteristicas diferenciadas en comparacion
con el producto elaborado con cuajo comercial, du-
rante el tiempo de almacenamiento pierde mayor
aceptacion por la presencia de sabores amargos ya

100 +

Aceptacion (%)

1 2

gue al final de su almacenamiento tiene un nivel de
aceptacion inferior a 50 % (Fig. 5) y por lo mismo
su tiempo de vida es menor que la del queso con
cugjo que al término de su vidatiene unaaceptacion
superior al 65 % (Fig. 6). Aunque el queso elaborado
con enzimas vegetal es pierde con mayor rapidez su
aceptabilidad, la mayor o menor presencia de

N Color
Sabor

B Textura

3 1

Tiempo [semanas)

Fig. 5. Nivel de aceptacidn en funcion del tiempo de almacenamiento, para e queso eaborado con quimosina.
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20
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H Color
Sabor

B Textura
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Fig. 6. Nivel de aceptacion en funcion del tiempo de almacenamiento para el queso elaborado con
papaina-ficina.

13

Ciencia y Tecnologia de Alimentos \ol. 27, No. 3, 2017




microorganismos esfundamental paradeterminar que
un producto es apto parael consumo humano; por esta
razén el queso elaborado con enzimas vegetales tiene
mayor tiempo de vidaque un queso elaborado con cua-
jo comercial, ya que sus caracteristicas sensoriales se
pueden estabilizar por mas tiempo con la sustitucién
parcial de las enzimas vegetales por cugo comercial,
ademas que estas ayudarian aevitar laproliferacion de
microorganismosindeseables, dargando aln méssu vida
en estante.

CONCLUSIONES

Se elaboré un queso tipo fresco con enzimas vegetales
dandole caracteristicas sensoriaes propias. Se determi-
no que la utilizacion de enzimas vegetales (papaina-
ficina) le daun tiempo de vidade tres semanas aproxi-
madamente almacenado a4 °C, pero que se puede in-
crementar a realizar una sustitucién parcial de las
enzimas por cugjo y de esta manera estabilizar las ca-
racteristicas sensoriales.
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