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RESUMEN

Con el propésito de buscar alternativas parala elaboracion
de productos en la industria lactea, se estudiaron dos ex-
tractos enziméticos vegetales obtenidos del higo (Ficus
carica L., Moraceae) y chamburo (Vasconcellea
cundinamarcensis Badillo, Caricaceae), como
coagulantes para elaborar un queso tipo fresco. Se extrajo
el latex de los frutos 'y se les dio una purificacion parcial,
mejorando de esta manera su capacidad coagulante. Con
los extractos obtenidos se elabord una solucion salina de
cada enzima para posteriormente realizar una mezcla me-
diante disefio experimental y de estaformaobtener un queso
tipo fresco con caracteristicas idéneas para el consumo.
Tomando el producto final con mayor aceptacién se deter-
mind su vida Util, probando finalmente la factibilidad de
sustituir el cuajo quimosina por las enzimas estudiadas a
través de pruebas fisicoquimicas, microbioldgicas y 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
fromfig (Ficuscarica L., Moraceae) and mountain papaya
(Vasconcellea cundinamarcensis Badillo, Caricaceae)
were studied as coagulants to produce a fresh type cheese.
Thelatex of thefruit wasremoved and a partial purification
given; thereby, improving its coagulant capacity. A saline
solution from each enzyme was devel oped from the extract
obtained; afterwards, amixture by experimental design was
carried out, and thus obtained afresh 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
lainnovacién que se busca diaadiaen lasindustrias,
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. Enlaindustriade ali-
mentos, las enzimas extraidas de frutos y plantas se
han considerado sustitutos adecuados del cuajo parala
elaboracion de quesos, asi como en la produccion de
ablandadores de carne, agentesdigestivos, clarificacion
dejugos, industria cervecera, etc.
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El cugoy loscoagulantes son preparaciones de enzimas
proteoliticas, las cuales han sido utilizadas en laindus-
tria quesera por miles de afios, siendo esta la enzima
maés antigua conocida. Los quesos son producidos por
enzimas coagulantes de laleche de diferentes origenes.
Lasenzimas activas en todos |os cugjos y coagul antes,
las cuaeshan sido utilizadas parala el aboracién de que-
S0s, son proteasas del &cido aspartico. La preparacion
origina del cugjo, esun extracto del abomaso derumian-
tes. Estadefinicion hasido confirmadapor lalnternational
Dairy Federation (IDF), que determiné que el nombre
cugjo (rennet) debe ser reservado paralapreparacion de
enzimas de estbmagos de rumiantes y que las otras
enzimas coagul antesdelaleche sedenominen coagul antes.
Actua mente, también hasido general mente aceptado que
la quimosina producida por un organismo modificado
genéticamente (GM O) debe ser denominada quimosina
producida por fermentacion (FPC) (1).

Las enzimas proteoliticas presente en el |atex de lahi-
guera, han sido extensamente estudiadas y son las de-
nominadas "ficinas", comparando su actividad con la
bromelinay la papaina (2). Las papayuelas de aroma
contienen |&tex que exudade su epicarpio al ser lacera
do o punzado, este |&tex contiene en mayor concentra-
cién alapapaina, enzima proteolitica de accion seme-
jantealapepsinadel jugo géstrico, caracteristicade la
familiaCaricacea.

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

El queso es el producto que resulta de la precipitacion
delascaseinas, que dejacomo residuo el llamado suero
delaleche. Pararealizar este proceso se emplean bési-
camente dos métodos: por medio delareninao cugjo, 0
bien, acidificar en el punto isoel éctrico de las caseinas
(pH 4,6) (3). Aunque como se menciond anteriormen-
te, también se pueden utilizar otras enzimas como la
papainay laficina, con €l objetivo de obtener quesos
con caracteristicas especificas.

Durante la elaboracion o amacenamiento de quesos
suelen aparecer efectos positivos 0 negativos, de caréc-
ter organoléptico y quiza a utilizar enzimas bastante

proteoliticas como lapapainay laficinaparalacoagu-
lacion de la leche, estas sean aln mas probables que
aparezcan, como es el caso del sabor amargo por la
presencia de péptidos producidos por las enzimas ve-
getal es antes mencionadas, que contindan hidrolizando
las proteinas|éctess.

La protedlisis produce un aumento de digestibilidad,
pudiendo obtenerse también péptidos "activos', con
determinadas propiedadesfisiolégicas (4).

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 e maiz (5).
L os péptidos con actividad antimicrobiana inhiben el
crecimiento antibacteriano y fungico, acttan frente a
bacteriasgran positivasy gran negativas.

El objetivo de este trabajo fue evaluar |as caracteristi-
casfisico-quimicasy sensoriales del queso tipo fresco,
elaborado con extractos enziméti cos vegetal es extrai-
dos a partir de higo (Ficus carica L, moraceae) y
chamburo (Vasconcellea cundinamarcensis Badillo,
caricaceae), afin de determinar lavidaUtil y estanda-
rizar su adicion durante la elaboraci on de quesos fres-
co.

MATERIALESY METODOS

Lalecheutilizadaparael desarrollo de estetrabajo fue
analizaday conté con losestandares de calidad indica-
dos (6).

Losfrutos utilizados paralaextraccion de las enzimas
papainay ficina, fueron el chamburoy higo €l respecti-
vamente, en estado inmaduro paraobtener mayor can-
tidad delétex fluido. Sedeshidrat6 €l latex a40°Cy se
prepard unasolucion conlatex deshidratado enfosfato de
sodio (5mM y pH 7,5) aunaconcentracién del 0,5 %, se
dejé macerar durante 24 h paraluego centrifugar a2700 g
durante 10 min, desechando finalmentelos sdlidos para
tener una solucion denominada extracto acuoso. Para
obtener el extracto semipurificado deenzimas se utilizé
€l método de precipitacion con disol vente organico para
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obtener enzimas con mayor poder proteolitico (7): se
tomaron 250 mL de extracto acuoso y se adicionaron
12,5 mL de NaCl 4 M, luego se homogenizo y se afia-
dieron 500 mL de etanol al 96 %, se mezcld lentamen-
teparaevitar desnaturalizaciony se centrifug6 a2700g
durante 5 min, se desechd el sobrenadantey el extracto
semiseco se resuspendio en NaCl a 13 %, para obte-
ner una solucién de proteinaa 25 %.

Paraladeterminacion delafuerzade coagulacion seutilizd
el méodo Soxhlet quedice: "lafuerzaF representad nd-
mero devolUmenesdeleche coagulados por un determina
do ndimero devolUimenesdecugo, en40mina35°C" (8).
En un vaso de precipitacion se colocaron 25 ml de leche
previamente pasteurizaday se caentd hastaunatempe-
ratura de 40 °C, a continuacion se adiciond cloruro de
calcio 0,7 g/l y se ubico en un bafio mariaa 35 °C, s
agregd 0,5mL desolucion deproteinasdel higo, secontro-
16 d tiempo que tardd en coagular |a leche para de esta
manera cacular la fuerza de coagulacidn de la solucidn
enzimédtica. El mismo procedimiento seredizd paradeter-
minar lafuerzade coagul acion delasolucion enziméicade
chamburo, asi como del cugjo comercia quimosnaCHY-
MAX |l quese utiliz6 como muestratestigo.

A continuacién sedesarroll6 laformulabase paralaela-
boracién del queso, esto consistio en adicionar alaleche
cantidades iguales de |as dos enzimas he ir variando €
volumen parague mediante pruebas de aceptabilidad se
pueda determinar cud de las mezclas eslamejor. Para
mejorar laaceptabilidad del producto seutilizé un dise-
fio factoria 22 (9), en este caso €l nivel minimo fue de
1,2y el méximo de 1,8 paralas dos enzimas estudiadas
y de 40 min como minimo y de 60 min como maximo
parael caso del tiempo.

Paradeterminar el tiempo devidadel producto se utili-
z6 el método a tiempo real (10). Se almacenaron los
quesos entre 2 y 4 °C durante cuatro semanasy se
tomaron muestras representativas una vez cada sema-
na, para realizar los andlisis sensoriales, quimicos y
microbiol 6gicos. Losandisis sensoria esfueron hechos
por 10 catadores entrenados, una vez por semana du-
rante las cuatro semanas de almacenamiento del pro-
ducto. Paraesto se utilizaron fichas de cataque evalua-
ron las caracteristicas olfato-gustativasy detextura.

Parael caso delosandlisisquimicosy microbiol 6gicos
serealizaronlosqueindicalanormalNEN (6), conlos
métodos sefial ados en dichanorma.

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 latex extraido estén
directamenterel acionados con €l tamafio 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 (Tabla 1).

Lasemipurificacion revelaque seobtienede3a5gde
enzima semiseca, dando un rendimiento cercano alos
75 a 85 %, teniendo en cuenta que auin pueden existir
proteinasdistintasalas proteoliticas pero en cantidades
minimas (Tabla2).

EnlaTabla3 seobservaquelafuerzade coagulacion para
las enzimas vegetales es menor que lafuerzade cugo de
laquimosina(cugjo comercid), debido aquelaquimosina
comercial tienemayor especificidad paralacaseina, ade-
més tiene una purificacion ata; a hacer las pruebas esta
coagulaen menor tiempo quelasenzimasvegetales.

En cuanto a la férmula base, se determiné que la que
tienemayor aceptacion eslamezclade 1,5mL depapaina
y 1,5mL deficinacon 50 min detiempo de coagulacion
(Tabla4). En baseaestosdatos seredizo € disefio expe-
rimental, luego de haber realizado todos|osexperimentos
e redlizaron pruebas de cata para determinar cudl es e
mejor experimento. Para el andlisis y determinacion de
vidaltil seselecciond e producto con mayor aceptacion,
en este caso € experimento # 7 tiene € porcentgje de
aceptacion mayor como se especificaenlaTablab.

El andlisis de los datos demuestran que las variables
guetienen mayor significacion sobrelas caracteristicas
organol épti cas son: lacombinacién de enzimas papaina-
ficina (AB), la papaina (A) y la combinacién ficina-
tiempo (BC); en el caso de AB tiene unasignificacion
negativa, por o tanto no se debe incrementar € volu-
men de estamezcla. Deigual maneraA también afecta
de manera negativa a producto y solo BC tiene una
significacion positiva(Fig. 1).

En e caso del rendimiento, las variables que mayor
significacion tienen sobre estacaracteristicason lascom-
binaciones binarias de papaina-ficina (AB), papaina-
tiempo (AC) y ficina-tiempo (BC).
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Tabla 1. Rendimiento y porcentaje de humedad del higoy el chamburo

Fruta Léatex fluido (g) Laexseco(g) Humedad (%)  Rendimiento (%)

1,24 0,10 92,1 78
Chamburo 0,55 0,05 90,9 91
0,44 0,03 92,2 78
0,61 0,05 91,6 84
0,21 0,06 70,3 29,2
Higo 0,25 0,07 70,4 29,6
0,38 0,11 71,4 28,6
0,53 0,15 71,5 28,5

Tabla 2. Rendimiento dela semipurificacion delasenzimas

Fruta ol IIJ‘C?E?( é?;%gq mL)  semi pi?iﬁ‘li?;a © Sig:g;‘ Humedad (%) Rendimiento (%)
1,25 4,97 1,19 75,9 95,5
Chamburo 1,25 4,22 1,01 75,9 81,1
1,25 3,64 0,94 74,1 75,4
1,25 4,59 1,06 76,9 84,4
1,25 3,63 1,09 70,1 87,1
Higo 1,25 3,57 1,07 69,9 85,8
1,25 3,67 1,06 71,1 85,1
1,25 2,68 0,84 68,6 67,3

Tabla 3. Fuerza de cuajo (F) de papaina (chamburo), ficina (higo) y quimosina (cuajo comercial)

Enzima Leche Enzima Tiempo de F
(mL) (mL) coagulacion (s) (mL leche/mL enzima)
Papaina 25 0,5 60 2000
Ficina 25 05 30 4000
Quimosina 25 0,5 9 13333,33

Tabla 4. Rendimiento y aceptacion del queso elaborado con enzimas vegetales en la elaboraciéon dela
formula base

. Papaina Ficina Leche Tiempo Masade Aceptacion
Bxperimento " 1) (mL) (L) (min Ny 0

1 0,5 0,5 2 No coagulé Descartado Descartado

2 05 0,5 2 No coagulé Descartado Descartado

3 1 1 2 90 194,9 30

4 1 1 2 85 230 32

5 15 15 2 70 307 51

6 15 15 2 50 250 55
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Las dos primeras tienen significacion negativa, es decir
afectan de maneranegativaa rendimiento; en cuantoala
combinacion BC, estainfluyedemanerapositiva(Fig. 2);
entoncesparano afectar las caracteristicas organol épticas
ni e rendimiento se deberia disminuir e volumen de
papaina(A) y mantener e resto devariables.

Tabla 5. Experimento con mayor porcentaje

En ladeterminacion de vida Util en cuanto asus carac-
teristicas fisico-quimicas (Tabla 6) no hay diferencias
significativasentre el queso elaborado con enzimasve-
getales (papaina-ficind) y el queso elaborado con cugjo
comercial (quimosing).

de aceptacion y rendimiento en funcion de sus

car acter isticasor ganol épticasy peso r espectivamente

. Caracter,ist_i 8 pexp  Rendimiento
Experimento A B C AB AC BC ABC organolépticas
% (9) %
1 -1 -1 -] 1 1 1 -1 70,9 365,6 13,8
2 1 -1 -1 - -1 1 1 68,9 338,7 12,8
3 (11 -1 -1 1 -1 1 70,3 3349 12,6
4 1 1 -1 1 -1 1 -1 66 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
7 101 1 -1 -1 1 -1 72,2 3744 14,2
8 1 1 1 1 1 1 1 69,1 3475 131
1

0.9 BC

0,8 P

07 A

0,6 A-\.B

Prob

0,5
0.4
0,3
0,2
0,1

0,2 0.4

0.6 0,8 1,2

Efectos

Fig. 1. Efecto delasvariables sobrelas car acter isticas or ganolépticas del queso.

Prob

*
ABC

0,5 1,5

2 2,5 3,5

Efecto

Fig. 2. Efecto delasvariablesy su combinacion, sobre el porcentaje de rendimiento del queso.
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En referencia a las caracteristicas microbiol égicas, €l
gueso elaborado con enzimas vegetales (Tabla 7) pre-
sentamenor presenciade microorganismos queel que-
so elaborado con cuajo comercia (Tabla 8) durante el
tiempo de almacenamiento; esto probablemente debido
a la presencia de péptidos amargos producidos por la
hidrolisisdelacaseinapor parte delasenzimasvegetales.

el crecimiento de enterobacterias (Fig. 3) y
Saphylococcusaureus (Fig. 4) demuestran ladisminu-
cion de bacterias que existe en el queso elaborado con
enzimas vegetal es en comparacion con el queso comer-
cial hecho con quimosina. En las caracteristicas
organol épticas el producto elaborado con las enzimas
estudiadastiene caracteristicas propias en comparacion

Tabla 6. Analisis bromatol égicos

Quimosina Papaina-Ficina

Quimosina Papaina-Ficina

Semana Grasa (%) Humedad (%)
1 24 23 55,52 56,91
2 24 23 55,89 57,12
3 24 225 55,99 57,36
4 235 225 56,19 58,14

Tabla 7. Andlisis microbiol 6gicos del queso con enzimas vegetales dur ante cuatro semanas

. Escherichia Saphylococcus Listeria
Semana Enterobacteriaceas Coli apAﬁIreus Monocytogenes Salmondla
UFClg UFClg UFClg en25g en25g
1 31x10* Ausencia 18x10* Ausencia Ausencia
2 37x10* Ausencia 22x10" Ausencia Ausencia
3 26x10° Ausencia 41x10" Ausencia Ausencia
4 28x10° Ausencia 63x10° Ausencia Ausencia

Tabla 8. Anélisis microbiol 6gicos del queso comercial durante cuatro semanas

Escherichia Staphylococcus

Listeria

Semana Enterobacteriaceas Coli AUTEUS Monocytogenes Salmondla
UFClg UFClg UFC/g en25g en25g
1 32x10* Ausencia 20x10* Ausencia Ausencia
2 46x10" Ausencia 21x10" Ausencia Ausencia
3 18x10° Ausencia 13x10° Ausencia Ausencia
4 13x10* Ausencia 15x10° Ausencia Ausencia
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% 80000 -
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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.

con € producto elaborado con cugjo comercial, pero
durante el tiempo de almacenamiento el queso elabora-
do con quimosina mantiene sus caracteristicas
organolépticasy su aceptacion no tiene gran variacion
(Fig. 5), mientras que el queso en estudio pierde mayor
aceptacion por lapresenciade saboresamargos (Fig. 6).

100 -

Aceptacion (%)

S8 88383388

10 -

1 2

En definitivael queso elaborado con enzimasvegetales
tienemenor tiempo de vida Gtil que un queso elaborado
€on quimosina, pero que podriaalargarse con la susti-
tucién parcia del cuagjo comercial por las enzimas ve-
getales, ademas que estas ayudarian aevitar laprolife-
racion de microorgani smosindeseabl es, alargando alin
més su vida en estante.

m Color
Sabor

W Textura

3 4

Semanas de almacenamiento

Fig. 5. Nivel de aceptacién en funcién del tiempo de almacenamiento, para el queso elaborado con
guimosina.
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Fig. 6. Nivel de aceptacién en funcién del tiempo de almacenamiento, para el queso elaborado con
papaina-ficina.

CONCLUSIONES

Lautilizacion deenzimasvegeta es (Papaina-Ficing) para
laproduccion de queso fresco, |e da un tiempo aproxi-
mado de vida (til de tres semanas almacenado a4 °C;
ademés de beneficiarse con caracteristicas propias que
son aportadas por las enzimas vegetales.
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